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Sota el nom de malaltia inflamatoria intestinal (MIl) s’agrupen dos
patologies inflamatories croniques i recidivants principals: la malaltia de
Crohn (MC) i la colitis ulcerosa (CU). Encara que d’etiologia desconeguda,
s'accepta en la seua patogenia una sensibilitzacid del sistema immune
determinada, en part, geneticament, front a la flora resident autoctona i a
altres antigens intraluminals. Aquesta resposta resulta en una
hiperreactivitat limfocitaria i una sobreproducci6 de mediadors
proinflamatoris que perpetuen la resposta en el temps, condicionant el
caracter cronic i recurrent d’aquests processos (Xavier i Podolsky, 2007).
Dins el tub digestiu, el procés inflamatori que caracteritza la CU afecta
potencialment a la mucosa del colon des del recte fins a la seua totalitat
(Fantini et al., 2007). Per contra, la MC pot afectar a qualsevol tram del
tub digestiu, sent l'ili terminal i el colon les arees més freqliientment
involucrades. Ambdds entitats difereixen al mateix temps en les seues
caracteristiques i evolucid natural de la resposta immune, en funcid del

distint perfil de mediadors que alliberen (Bouma i Strober, 2003).

En I'actualitat, el tractament d’aquestes malalties es fonamenta en
alterar el seu curs, actuant sobre la resposta autoimmune i inflamatoria
gue danya la mucosa gastrointestinal. Amb ['ds d’esteroides o
d’antagonistes de citocines proinflamatories com el factor de necrosi
tumoral (TNF)-a, es busca induir la remissié de l'activitat immune en
pacients amb la malaltia activa en les formes moderades i severes. En
canvi, I'ds de farmacs immunosupressors i aminosalicilats afavoreix el
manteniment i evita "aparicié de recaigudes (Bousofio i Ramos, 2006;
Mowat et al., 2011). No obstant aix0, I'eficacia clinica d’aquests agents és
limitada degut, entre altres, a una menor taxa en el manteniment de la

1
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remissio i a I'augment del risc de neoplasies malignes amb agents com

anti-TNF (Beaugerie et al., 2009; Afif i Loftus, 2010; Galloway et al., 2011).

Aixi, I'ampli reconeixement dels limits de la medicina convencional
ha suscitat un interes cada vegada major en I'Us de la medicina
complementaria i alternativa (CAM), sent aquesta una opcidé important
entre aquells que pateixen malalties croniques. En general, les persones
qgue opten per aquest tipus de tractament busquen, bé millorar la seua
salut i benestar i alleujar els simptomes associats a aquest tipus de
malalties, bé reduir els efectes secundaris dels tractaments convencionals

(Shen et al., 2002a; Humpel i Jones, 2006).

L'ds de productes naturals s’inclou dins de les opcions més
emprades i reconegudes dels tractaments complementaris a la medicina
convencional. Cada vegada més estudis epidemiologics destaquen la
modulacié de la resposta inflamatoria a través de la implantacié d’uns
habits de vida saludables, relacionats amb una dieta rica en aliments
d’origen vegetal (Bravo, 1998; Kris-Etherton et al., 2002; Hu, 2003; Most,
2004; Shapiro et al., 2007). Es tracta d’aliments amb un potencial efecte
beneficids atribuit, en gran part, a I'elevat contingut en substancies
bioactives com sén els compostos fenolics (Tsao, 2010). Una de les
propietats més estudiades que reconeixen aquest grup de metabolits
secundaris com a promotors de la salut, és la seua potent activitat
antioxidant demostrada in vitro, la qual podria ser responsable dels seus
efectes protectors demostrats in vivo. No obstant aixo, I'opinié actual

sosté que els efectes in vivo deriven, en part, de la seua interaccié amb
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proteines involucrades en la transduccid de senyals i I'expressidé genica

(Heiss et al., 2005, Scalbert et al., 2005).

Una visid global demostra que aquests compostos bioactius actuen
evitant les causes del dany al teixit, inhibint les vies de senyalitzacid i
I"activacié de factors de transcripcid (Nomura et al., 2000; Rahman et al.,
2006), inhibint enzims generadors d’espécies oxidants i mediadors de la
inflamacié (Yoon i Baek, 2005), capturant especies reactives de I'oxigen
(EROs) i nitrogen (ERNs) generades per cél-lules inflamatories (Rice-Evans,
1996) i modulant I'angiogénesi i la metastasi (Watson et al., 2000; Ramos,
2008). Un exemple ben clar és la curcumina, obtinguda a partir dels
rizomes de Curcuma longa L. (Zingiberaceae) (Gupta, 2012). Des que en
1949 es va demostrar la seua activitat antibacteriana, s’ha convertit en un
dels nutraceutics més ampliament estudiats i fins i tot s’han realitzat
estudis preclinics en un gran nombre de malalties (Aggarwal i Harikumar,
2009) on ha demostrat ser eficac pel seu efecte sobre la interaccié amb

nombroses molecules de senyalitzacié (Gupta et al., 2011, 2013).

El nostre grup d’investigacid compta amb una dilatada experiéncia
en l'estudi de l'activitat antiinflamatoria de productes d’origen vegetal
(Recio et al., 1995, Cuéllar et al., 2001, Sala et al., 2002, Prieto et al., 2004
i 2008, Hernandez et al., 2005; Olmos et al., 2007; Andujar et al., 2010;
Giner et al., 2011a). Aco, junt amb la indiscutible rellevancia dels derivats
fenolics com agents farmacologics amb activitat antiinflamatoria
demostrada, ha permes que el grup haja orientat la seua investigacio cap
a l'estudi de I'efecte protector de derivats fenolics seleccionats en una de
les malalties amb un component inflamatori important com es la CU. En
aquest context, en 2009 I'antic Ministeri de Ciencia i Innovacio, va financar

32
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un projecte que tenia com hipotesi demostrar que diferents compostos
d’origen natural amb estructura fenolica sén actius en diferents models in
vivo e in vitro d’inflamacio intestinal, alleujant i millorant els simptomes de
la malaltia, arribant fins i tot a poder elucidar el mecanisme d’accié dels

compostos estudiats.

Aixi, en els ultims anys, s’han obtingut bons resultats en el
tractament de la CU experimental amb alguns productes naturals purs
com shikonina (Andujar et al., 2012) i oleuropeina (Giner et al., 2011b,
2013), i amb un extracte de cacau (Theobromacacao L., Sterculiaceae)
enriquit amb polifenols (Andudjaret al., 2011). Per tant, aquest estudi
planteja continuar en aquesta linia d’investigacié i selecciona tres dels
compostos fenolics inclosos al projecte concedit, acid el-lagic, apocinina i
rutina. Aixi doncs, els objectius de la present tesi doctoral sén els

seguents:

- Adequacidé del metode d’administracié oral dels compostos, acid
el-lagic, apocinina i rutina, incorporats a la dieta normal dels
ratolins.

- Avaluar, en abséencia de malaltia, els efectes dels compostos en
estudi.

- Estudi de I'activitat antiinflamatoria de I’acid el-lagic, apocinina i
rutina en un model experimental de colitis ulcerosa aguda induida
per DSS en ratolins Balb/C. Analisi macroscopica, histologica i

bioquimica.
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Establir les condicions, amb |'administracié ciclica de DSS, que
simulen una inflamacié intestinal cronica i avaluar els efectes dels
compostos en estudi.

Elucidar els mecanismes moleculars mitjancant els quals els

compostos poden modular el procés inflamatori intestinal.
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Revistd bibliografica

1.1. MALALTIA INFLAMATORIA INTESTINAL (Mil)

11.1.1. GENERALITATS

La malaltia inflamatoria intestinal (MIl) inclou una amplia varietat de
presentacions i manifestacions cliniques, la principal caracteristica de les
quals és la inflamacié cronica del tracte digestiu en diferents
localitzacions. Aquesta cronicitat en el curs clinic de la malaltia es
fonamenta amb [l'alternanca de periodes d’inactivitat o quiescencia,
identificats com les fases de remissid, amb periodes d’activitat clinica de
diferent intensitat, coneguts com a brots o recidives (Mendoza et al.,,
2007). Actualment, el concepte de MIl engloba dos entitats principals: la
colitis ulcerosa (CU) i la malaltia de Crohn (MC). Malgrat les diferéncies en
la localitzacid, extensid i severitat de la inflamacid, ambdues entitats
presenten caracteristiques patologiques comunes que en moltes ocasions

fan dificil diferenciar-les.

D’una banda, la CU es defineix com una inflamacid difusa del colon,
amb afectacio del recte, i que s’estén de manera proximal i continua. La
lesid histologica caracteristica és la presencia d’abscessos a les criptes,
produint-se un elevat infiltrat inflamatori a la lamina propria, que s’estén
tant lateral com verticalment al llarg de la mucosa del colon. No obstant
aixo, les dades clau en el diagnostic de la CU sén les que mostren
cronicitat, com la deformacié arquitectonica i I'atrofia de les criptes,
produint-se un augment de la separacié entre elles i una disminucid
significativa del seu nombre, aixi com la troballa d’agregats limfoides
basals i infiltrat inflamatori cronic, tot aixo associat a la disminucié de moc

(Jewel, 2004) (Figura 11.1).
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D'altra banda, la MC es caracteritza per una inflamacié cronica i
transmural (afectant a totes las capes de lintesti) que pot afectar a
gualsevol part del tracte digestiu des de la boca fins a I'anus, sent
tipicament discontinua o irregular. La caracteristica histologica clau en la
MC és la preséncia de granulomes no caseificants, es a dir, un conjunt de
macrofags epitelioides (macrofags grans i rosats semblants a les cel-lules
epitelials), rodejats d’'un anell de limfocits, i en ocasions cél-lules
plasmatiques, envoltats alhora per un anell de fibroblasts i teixit conjuntiu

(Mendoza et al., 2007).

En ocasions, ni les lesions endoscopiques ni I'estudi histologic
permeten diferenciar, en aquesta malaltia, entre les dues entitats, la CU i
la MC, la qual cosa fa impossible un diagnostic definitiu conegut com a

colitis indeterminada (Romano et al., 2008).

Malaltiainflamatoria intestinal

3l ‘ ' b) Colonnormal Colitisulcerosa

Malaltiade Colitis
Crohn ulcerosa

o p—

Afectacid de la
capa de mucosa

C8&l-lules caliciformes Absénciaﬁe rsio i abscessos

o celules goblet e céllules goblet ales cpiptes
A \ rd

Adaptat de:
https://qi.jhsps.orq/GDL Disease.aspx?CurrentUDV=31&GDL Disease |D=2A4995B2-

DFA5-4954-B770-F1F5BAFED033&GDL DC ID=D03119D7-57A3-4890-A717-
CF1E7426C8BA

Figura I.1. a) Distribucié anatomica de la malaltia de Crohn i la colitis
ulcerosa, b) representacié de la lesid histologica que caracteritza la colitis
ulcerosa.
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1.1.2. ETIOLOGIA | PATOGENESI

Malgrat que els mecanismes fisiopatologics implicats amb l'inici i la
perpetuacié de la Ml encara no han estat establerts amb exactitud, es
suggereixen alguns factors etiologics comuns entre les diferents entitats.
Es creu que existeix una complexa interaccié entre la susceptibilitat
genetica, el sistema immunologic i determinats desencadenants
mediambientals, on s’inclou la poblacid microbiana resident al tracte

intestinal (Abraham i Cho, 2009).

En condicions normals, la presentacié d’antigens intestinals
condueix a una tolerancia local o una resposta immune controlada i no
sistémica que pot ser caracteritzada com una inflamacié de baix grau o
fisiologica. Un mal funcionament d’aquest mecanisme immunoregulador,
gue prevé una resposta fisiologica front a antigens en la dieta o bacteris
comensals, comporta una reaccié inflamatoria intestinal permanent que

causa la MIlI.

El procés s’inicia amb l'alteracié de la barrera mucosa-epitelial, el
qgue origina una activacié seqliencial de la resposta immune innata,
iniciada per un flux incontrolat d’antigens cap a la lamina propria. Les
cel-lules dendritiques residents a la lamina propria, a través d’una
presentacid anormal secundaria d’antigens a les cel-lules T CD4+,
indueixen l'activacié i la diferenciacio de les cel-lules T especifiques en
cél-lules T efectores. Aquestes Uultimes formen part d’una resposta
immune adaptativa exagerada que intenta compensar el defecte en la

resposta immune innata anterior (Blumberg, 2009).
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Las cel-lules T efectores son polaritzades a tipus cel-lulars altament
especialitzats que es defineixen segons siguen cel-lules T col-laboradores o
helper 1 (Th1), Th2 o Th17. La mucosa de pacients amb MC esta dominada
pel fenotip cel-lular Thl, caracteritzat per una sobreproduccié d’interferd
(IFN)-y i interleucina (IL)-2 (Parronchi et al., 1997). D'altra banda, la
mucosa de pacients amb CU esta dominada pel fenotip Th2, amb una
elevada produccié d’IL-4, IL-5 i IL-13 (Heller et al., 2005). No obstant aixo,
tant a I'estat estacionari com a I’estat inflamat de la mucosa intestinal, el
nou llinatge de cel-lules T CD4+, Th17, representa la major poblacio
cel-lular, encarregada de la produccié del factor de transcripcid especific
d’aquest llinatge cel-lular (el receptor orfe relacionat amb I'acid retinoic
[ROR]-yt), de la produccié de les citocines IL-17, IL-17F, IL-21, IL-22 i del
factor estimulant de colonies de granulocits i macrofags (GM-CSF). A més,
els macrofags en la CU i la MC, sén els principals productors de les
citocines proinflamatories IL-1, IL-6 i TNF-a, el que permet I"'amplificacié
d’'una gran varietat de cascades inflamatories promocionant el procés

inflamatori (Podolsky, 2002).

Per tant, la incontrolada proliferacio i activacié de limfocits T en la
lamina propria junt amb la migracio de més cel-lules inflamatories
procedents del teixit vascular (Rutgeerts et al., 2003) i la sobreproduccio
de citocines proinflamatories i la resistéencia a |'apoptosi permeten
I"acumulacié de més cel-lules T i, amb aixo0, la perpetuacio de la resposta

inflamatoria (Podolsky, 2002) (Figura I1.2).
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Figura 11.2. Efecte de l'increment en la permeabilitat epitelial sobre el
desenvolupament de la inflamacié cronica intestinal mediada per cel-lules T.

11.1.3. PRINCIPALS VIES DE SENYALITZACIO INVOLUCRADES EN LA
Mil

11.1.3.1. Factor Nuclear-kB (NF-xB)

El NF-xB pertany a una familia de factors de transcripcié induibles
gue modula I'expressid de gens involucrats en el control de la resposta
immune i inflamatoria. En cél-lules en repos, els membres de la familia del
factor de transcripcid (RelA o p65, RelB, c-REL, p105/p50 i p100/p52)
existeixen com a dimers inactius en associaciéo amb I'inhibidor de kB (IkB).
Després de l'estimulacid per una gran varietat d’agents (IL-1B, TNF-a,
lipopolisacarid bacteria [LPS], bacteris, virus, estrés oxidatiu, etc.), el IxB

és fosforilat per I'accié del complex IkB cinasa (IKK) i degradat pel sistema
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ubiquitina-proteosoma (Karin i Ben-neriah, 2000). El NF-xB lliure migra al
nucli, on regula la transcripcié de mediadors proinflamatoris com citocines
i quimiocines (IL-1B, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12), enzims (oxid nitric
sintasa induible [iNOS] i ciclooxigenasa [COX]-2) i molecules d’adhesié
cel-lular (molécules d’adhesié cel-lular vascular [VCAM]-1, molécules

d’adhesié intercel-lular [ICAM]-1 i E-selectina) (Fan et al., 2013).

En aquest esquema general d’activacié del NF-kB es poden
diferenciar dues vies independents, basades en |'Us de la subunitat
catalitica IKK. Aquest complex cinasa consisteix en dos subunitats, I'lKK1 i
I'IKK2 (també anomenades IKKa i B, respectivament), i una subunitat
reguladora coneguda com modulador essencial de NF-xB (NEMO) o
subunitat IKKy. D’una banda, la via canonica o classica, dependent de
I'activitat d’IKK2, és activada per una amplia varietat de citocines
proinflamatories que indueixen l'alliberacié dels dimers p65 i c-Rel del
factor de transcripcid. Aquesta via esta principalment involucrada en la
regulacié de la inflamacié i la supervivencia cel-lular. En canvi, la via
alternativa, dependent del complex IKK1, resulta amb el processament de
la subunitat p100 i I'activacié dels dimers p52/RelB. El seu paper és poc

conegut en la inflamacié intestinal (Wullaert, 2010) (Figura 11.3).
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Figura I1.3. Esquema general d’activacio de NF-xB

Degut a la seua capacitat per a induir I'expressié de nombrosos
mediadors proinflamatoris, el NF-kB es considera un dels factors de
transcripcid clau en la fisiopatologia de moltes malalties inflamatories
croniques (Hayden et al., 2006). Els primers indicis que impliquen al NF-xB
en la patogenesi de la Ml provenen d’estudis que demostren una elevada
presencia nuclear de la subunitat p65 en biopsies de la mucosa del colon i

en ceél-lules mononuclears de la lamina propria en pacients amb la malaltia
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activa (Ellis et al., 1998; Schreiber et al., 1998). Posteriorment, s’ha vist
que el NF-kB s’expressa i es manté en estat d’activacidé especialment en
cel-lules epitelials i macrofags de la mucosa d’aquests pacients, la qual
cosa indica que la transcripcié dependent del factor en ambdds tipus
cel-lulars contribueix a la patogenesi de la MIl. A més, s’ha establert que la
guantitat de NF-kB també es correlaciona de forma significativa amb la
severitat de la inflamacié intestinal (Rogler et al., 1998; Monteleone et al.,

2004).

No obstant aix0, mentre que als macrofags el NF-xB es considera un
clar agent proinflamatori en la Mll, per la vital importancia de la seua
activacid en la resposta de les cél-lules immunes innates front a patogens
intestinals, en I'actualitat és ben conegut que la senyalitzacio del factor de
transcripcid en cél-lules epitelials podria tenir efectes protectors pel
manteniment de la integritat del teixit. De fet, la seua resposta
antiapoptotica és imprescindible en les cél-lules endotelials per tal de

controlar ’lhomeostasi intestinal immune (Wullaert, 2010).

Dins el panorama general d’actuacié en el tractament de la Ml
farmacs como la sulfasalazina, mesalamina i els corticoides prevenen
I’activacié del factor de transcripcid, encara que manquen d’especificitat.
Aixi doncs, s’estan desenvolupant noves estratégies de tractament
dirigides al bloqueig selectiu de l'activacido del NF-kB en macrofags i
cél-lules T de la mucosa intestinal. No obstant aix0, cal tenir en compte
gue molts dels gens regulats pel factor de transcripcié estan involucrats en

la supervivencia cel-lular.
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11.1.3.2. Proteina-cinases activades per mitogens (MAPKs)

Les MAPKs constitueixen un grup heterogeni d’enzims que actuen
com a components basics de les cascades de senyalitzacié en cel-lules
eucariotes, on diferents estimuls extracel-lulars convergeixen per tal
d’iniciar una amplia varietat de processos cel-lulars, on s’inclouen el
creixement, la proliferacid, diferenciacid, migracid, supervivencia i
inflamacid cel-lular (Coskun et al., 2011). L’activacié d’aquestes cascades
per citocines proinflamatories com IL-1B, IL-17, TNF-a, IFN-y, patogens,
LPS i factors estressants, condueix a la fosforilacid i activacid d’aquests
factors transcripcionals que regulen gens implicats en la MIl (Waetzig et

al., 2002; Mitsuyama et al., 2006a).

Es distingeixen actualment tres grups de MAPKs en humans: les
cinases regulades per senyals extracel-lulars (ERK1/2, també conegudes
com p42/p44 MAPKs), les cinases del NH, terminal de c-Jun (JNK1/2/3) i la
familia p38 MAPKs (amb les isoformes a, B, y i 8) (Coskun et al., 2011).

11.1.3.2.1. ERK MAPK

La ruta mediada per ERK és vital en un gran nombre de
transformacions que comprenen el creixement, la diferenciacié i la
supervivencia cel-lular. Se sap que regulen l'activacié de la familia de la
proteina activadora 1 (AP-1) on s’inclouen c-Jun, c-Fos i el factor
d’activacié de la transcripcid 2 (ATF-2) (Hommes et al.,, 2003). A més,
actualment sembla clar que també participen en processos inflamatoris
mitjancant |'activacido de la produccié de citocines a partir de cel-lules T

(Egerton et al., 1996).
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El paper de les ERK1/2 en el desenvolupament i la progressié de la
MIl ha estat demostrat per la seua participacid com a mediadors en les
vies de senyalitzacié de citocines com IL-1 i IL-21 (Caruso et al., 2007;
Kwon et al., 2007), tant en ceél-lules del sistema immune com en
colonocits. La seua fosforilacid i conseqliient activacio es troben
significativament elevades als estadis de la malaltia activa (Waetzig et al.,
2002). No obstant aix0, malgrat la seua coneguda implicacié en la Mll i en
la inflamacio en general, la investigacid sobre el paper de les MAPKS en la

MIl s’ha centrat principalment en les dos families seglients:
11.1.3.2.2. JNK MAPK

La ruta de senyalitzacido de JNK és activada per senyals d’estres i
fosforila els dos components primaris de transcripcié c-Jun (Roy et al.,
2008) i ATF-2 de la familia de AP-1, el que el relaciona amb I'apoptosi i la
proliferacio cel-lular (Jeong et al., 2008); ambdds processos son d’especial
importancia tenint en compte que una disfuncié del procés apoptotic
s’observa comunament en ceél-lules T i monocits durant la MII (Sartor,
2006). A més, la seua activitat sobre la familia de factors de transcripcid
AP-1 implica la regulacié de la transcripcio génica de citocines com TNF-a i
ILs, els quals son potents mediadors de la malaltia (Novotny et al., 1998;

Zenz et al., 2008).
11.1.3.2.3. p38 MAPK

La via de la cinasa p38 és activada per un gran nombre d’estimuls
cel-lulars estressants i citocines inflamatories (IL-1, IL-2, IL-7, IL-17, IL-18,
factor de creixement transformant [TGF]-B i TNF-a). Comparteix moltes

similituds amb la resta de cascades de MAPKs, participant en molts
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aspectes de la fisiologia cel-lular i exercint un paper critic per a la resposta
inflamatoria normal. La seua activacié condueix a I'activacié del factor de
transcripcido ATF-2, el factor potenciador de miocits (MEF-2) (Ono et al.,
2000) i el NF-xB (Hollenbach et al., 2004), entre d’altres. La principal
resposta biologica a I'activacié de p38 consisteix en estimular la produccio
de mediadors de la inflamacié per tal d’iniciar el reclutament i I'activacié
de leucocits. Un exemple d’aixo és la seua capacitat per a regular
I'expressi6 de VCAM-1 induida per TNF-a en cel-lules endotelials
(Pietersma et al., 1997). En pacients amb la MIl, s’ha descrit una
sobreexpressio de la isoforma p38a en macrofags i neutrofils de la lamina

propria intestinal (Waetzig et al., 2002).

11.1.3.3. Transductors de senyals i activadors de la transcripcio

(STATSs)

La familia citoplasmatica de factors de transcripcid STATs és
reconeguda com una de les principals mediadores de la senyalitzacio
durant la resposta immune, on exerceix un paper clau en el
desenvolupament i la diferenciacid cel-lular. Per a la seua activacié es
requereix la fosforilacié del residu tirosina per part de la familia de Janus
cinases (JAKs), associades a receptors de citocines en la superficie cel-lular
(Egwuagu, 2009). La unié de citocines i factors de creixement al seus
receptors especifics comporta la fosforilacio de les proteines STAT al
residu de tirosina (Tyr 705 en el cas de STAT3), el que ddna lloc a la seua
dimeritzacié i migracidé al nucli, on s'uneixen a les regions promotores de
gens que codifiquen proteines inflamatories i reguladores del cicle

cel-lular.
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Entre ells, se sap que el STAT3 participa en la patogenesi de la MlI,
ja que la seua activitat i expressid es correlacionen amb el curs de Ia
malaltia (Suzuki et al., 2001; Mudter et al., 2005). No obstant aix0, la seua
activitat no esta exempta de controversia. D’'una banda, |'activacié del
factor de transcripcio en les cel-lules innates té un paper regulador de la
colitis controlant la funcid barrera de les cel-lules epitelials i I’activacio dels
macrofags; d’aquesta forma, contribueix a la supressio de la malaltia per
mitja de la reparacio de la mucosa i la induccié de la produccié de mucina.
D’altra banda, la seua activacié en cel-lules de la immunitat adquirida té
un paper patologic en la colitis cronica; el STAT3 fosforilat (pSTAT3)
augmenta la supervivencia del fenotip patogenic cel-lular Th1l7 i, aixi,
I’expressid genica de les proteines antiapoptotiques, la proteina 2 del
limfoma de cel-lules B (Bcl-2) i la isoforma llarga del Bcl-x (Bcl-x,), el que
indueix una prolongada supervivencia de les cel-lules T CD4+ activades
(Sugimoto, 2008; Li et al, 2010a). Malgrat aquestes activitats
contraposades, cada vegada més estudis demostren que els efectes
proinflamatoris mediats per I'activacié de STAT3 a les cel-lules del sistema
immune adquirit son més importants en desenvolupar i perpetuar la
resposta inflamatoria del colon que els efectes antiinflamatoris de
I’activacié del factor a les cél-lules del sistema immune innat (Suzuki et al.,

2001).

Un potent mediador del STAT3 és la citocina IL-6, per a la que
existeixen dos tipus de receptors diferents: IL-6R i gp130. D’una banda, la
IL-6 s’uneix al receptor IL-6R en les cel-lules diana formant un complex que
s’associa posteriorment a la proteina gp130; aquesta associacié promou la

seua dimeritzacié i la conseqlient activacié de la senyalitzacié intracel-lular
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mitjancant la fosforilaci6 de proteines associades al seu domini
intracel-lular (per exemple la de STAT3 per les JAKs). A més del receptor IL-
6R unit a la membrana, una forma soluble d’aquest (sIL-6R) s’ha identificat
en fluids biologics. Se sap, que el complex sIL-6R-IL-6 estimula tan sols
cel-lules que expressen gpl30 en un procés conegut com
transsenyalitzacié. Curiosament, quasi totes les cel-lules del cos expressen
gp130, no obstant aixo, I'expressid d’IL-6R esta restringida a neutrofils,
monocits/macrofags i alguns limfocits. Aixi doncs, en pacients amb la MlI,
la majoria de les cél-lules de la lamina propria no expressen el receptor IL-
6R i, en canvi, s’ha observat un increment en les concentracions seriques
de la forma soluble d’aquest en cel-lules mononuclears intestinals i en
biopsies de pacients amb MC i CU, el que suggereix que la produccié del
receptor és coordinada com part de la resposta inflamatoria en la Mll (Yao

et al., 2014) (Figura 11.4).

D’'una banda, la generacié d’sIL-6R per part de linfiltrat de
neutrofils en la fase aguda de la inflamacid regula I'expressio de
quimiocines que suprimeixen el reclutament de més neutrofils, pero
promouen |'atraccié de monocits i limfocits, el que pot ser significatiu en
Iinici de la malaltia cronica. A més, el bloqueig de la transsenyalitzacid
s’ha demostrat que suprimeix |'expressido dels gens antiapoptotics
dependents de STAT3, el que comporta la retencid dels leucocits activats
al lloc de la inflamacié (Mitsuyama et al., 2006b). A més, el grau
d’inflamacio intestinal es correlaciona amb la quantitat de pSTAT3 en
seccions histologiques de pacients amb la Ml (Li et al., 2010a). En aquest
sentit, s’ha demostrat que la inactivacié de la cascada IL-6/STAT3 en les
cel-lules T de la lamina propria contribueix a atenuar la inflamacié

intestinal cronica mediada per les cél-lules T de la immunitat adquirida
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(Yamamoto et al., 2000; Suzuki et al., 2001), el que demostra que IL-6
participa no sols en mitjancar la inflamacio siné que també contribueix en

la patologia de la MlII.

A més d’aquest senyal especific de STAT3, l'activacié de gp130
activa lateralment dos cascades intracel-lulars importants: la via de les
MAPKs i la mediada per la fosfatidilinositol-cinasa/proteina-cinasa B
(P13K/Akt), ambdues rellevants en la induccié de factors proinflamatoris i

la supervivencia cel-lular (Heinrich et al., 2003) (Figura I1.4).
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Figura 11.4. Activitats pro- i antiinflamatories d’IL-6 per la via classica de
senyalitzacio i la transsenyalitzacié. A) La via classica és intervinguda pel
receptor d’IL-6 unit a membrana (IL-6R) (esquerra), mentre que la
transsenyalitzacié actua mitjancant la forma soluble d’aquest ultim (sIL-6R)
(dreta). B) La via classica estimula les respostes fisiologica, regenerativa i
antiinflamatoria, mentre que la transsenyalitzacié s’utilitza en condicions
fisiopatologiques i és principalment proinflamatoria.
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11.1.3.4. Fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)

La via de senyalitzacié de la PI3K, estimulada fisiologicament com a
conseqliencia de l'activaciéd de receptors de membrana tirosina cinasa,
participa en nombrosos aspectes cel-lulars involucrats amb el creixement i
la supervivencia cel-lular. Un vegada és activa, la cinasa lipidica PI3K
fosforila el grup hidroxil en tercera posicio en I'anell inositol del
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), el que ddna lloc al fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfat (PIP3); aquest ultim actua com un segon missatger i regula
la fosforilacid i activacid de la cinasa de serina/treonina relacionada amb
la proteina-cinasa C (PKC), Akt (Huang et al., 2011). Aixi doncs, la
fosforilacid d’Akt pot ser emprada com un indicador de l'activitat de PI3K

(Lin et al., 2001).

En condicions patologiques, una activaciéo anormal d’Akt condueix a
una resposta proliferativa y antiapoptotica relacionada amb el
desenvolupament de molts tipus de cancer. S’ha establert que la
senyalitzacié per Akt inactiva diversos factors proapoptotics com BAD, la
procaspasa-9 i factors de transcripcido de la familia Forkhead, i activa
I’expressié de gens antiapoptotics com la proteina d’'unidé a I'element de
resposta a AMP ciclic (CREB), el NF-xB i el factor 1a induit per la hipoxia
(HIF-1a).

En concret, I'activacid del NF-xB per Akt es pot produir per multiples
mecanismes. Ozes et al. (1999) van demostrar que el TNF activa Akt, la
qual fosforila i activa IKKa i promou aixi la funcié del factor de transcripcio.
A més, TNF i IL-1 també poden incrementar la transactivacid de la

subunitat RelA/p65 de NF-kB per mitja d’'un mecanisme en el que Akt ha
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estat implicada. Tanmateix, Akt pot activar un membre de la familia de les
MAPKs, Cot i, indirectament, afectar a I'activitat d’IKK i NF-kB (Gustin et
al., 2004). Al seu torn, I'activacid de NF-kB també facilita I'expressio i
secrecié de citocines proinflamatories com TNF-a i IL-1B, la qual cosa
resulta en una desequilibrada secrecid de citocines i en conseqgliencia una
serie de respostes inflamatories que indueixen dany en la mucosa i, en
ultima instancia, permeten el desenvolupament de la CU (Huang et al.,

2011).

11.1.4. MODELS ANIMALS DE MlII

Encara que els models animals experimentals no representen amb
exactitud la complexitat de la MIl humana, son ferramentes basiques i
indispensables que faciliten la tasca d’aprofundir en la fisiopatologia de la
malaltia, i avaluar aixi diferents opcions terapeutiques i aspectes de I'estil
de vida que poden influir en el curs d’aquella. Actualment, existeix una
amplia varietat de models animals, classificats segons siguen espontanis,
induits quimicament, modificats geneticament i de transferencia cel-lular.
En la majoria es desenvolupa una inflamacié intestinal que pot ser
considerada cronica, si persisteix durant el curs entre poques setmanes o
mesos, 0 aguda, quan es desenvolupa en un parell de dies i dura menys

d’un parell de setmanes (Perse i Cerar, 2012).

Les caracteristiques cliniques en els models animals rellevants per a
la MIl humana inclouen la pérdua de pes, anémia, diarrea, sang visible i
oculta i, de vegades, moc als excrements. Patologicament, existeixen
similituds com la ulceracié de grau variable i en gran mesura confinada a
la mucosa, una certa perdua d’haustracid (es a dir, la desaparicié dels
plecs horitzontals del colon) i la mucosa d’aspecte granular, junt amb
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pseudopolips i formacions polipoides (caracteristiques de la CU), aixi com
I’estenosi que condueix a I'obstruccid intestinal (caracteristica de la MC).
Entre les caracteristiques histologiques comunes es troben canvis
inflamatoris en la mucosa que poden ser aguts, subaguts i cronics, amb
abscessos a les criptes i dilatacid quistica o la distorsio de les glandules
mucoses, ulceracié de la mucosa en varies etapes de la progressio i la

curacio, i canvis hiperplasics de I'epiteli glandular (Barnett i Fraser, 2011).
11.1.4.1. Models induits quimicament

Els models induits per I'administracié de diversos agents quimics
van adquirir rellevancia per ser relativament barats, facilment manejables
per les especies principalment emprades, rata o ratoli, i altament
reproduibles. Aixi, la colitis experimental pot ser induida mitjancant
I’'administracié d’enemes intracolonics d’haptens i acids organics, per via
oral emprant polimers i polisacarids sulfatats, per injeccié transmural de
polisacarids microbians i, per via subcutania amb farmacs com la
indometacina i la ciclosporina (Maié, 2007). Dels anomenats, un dels més
ampliament emprat com agent inductor per via oral és el dextranosulfat

sodic (DSS).
11.1.4.1.1. Colitis induida per dextranosulfat sodic (DSS)

Un factor important a tenir en compte en la induccio de la colitis és
el pes molecular de I'agent quimic, del que depenen la severitat, I'activitat
carcinogena i la diferent localitzaci6 de la colitis induida. El DSS
(CsH,Na3014S3) és un polisacarid sulfatat amb un pes molecular establert
en un rang ampliament variable, entre 5 i 1400 kDa. Tanmateix,

modificant la concentracid, la duracié i la frequéncia d’administracio, els
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animals poden desenvolupar una colitis aguda o cronica i, fins i tot, de
forma similar a d’allo que ocorre en humans, fendmens oncogenics en les

fases més tardanes de la malaltia (Perse i Cerar, 2012).

L’addicio de DSS entre 5i 30 kDa en 'aigua de beguda (2-5%) durant
un periode entre 5 i 7 dies indueix, en rosegadors, lesions al colon que
semblen una forma aguda de CU, caracteritzada per la perdua de pes,
deposicions molles/diarrea, sang rectal i curtament del colon. L’analisi
histologica tipica revela un dany important a les criptes i I’epiteli cel-lular,
una significativa infiltraci6 de granulocits i cel-lules immunes
mononuclears i edema tissular, sovint acompanyat d’ulceracié severa,

sent la porcié de colon distal la més afectada (Kawada et al., 2007).

Tot i que no s’ha establert el mecanisme exacte mitjancant el qual el
DSS promou el dany en la mucosa, se sap que l'agent quimic és
directament toxic per a les cel-lules epitelials del colon, causant defectes
en la integritat de la barrera epitelial; una sola dosi de DSS permet
I’entrada massiva d’antigens a la lamina propria, activant la resposta
cel-lular innata, amb el conseqlient reclutament i activacié de neutrofils i
macrofags des de sang periférica. Es per aixd que, aquest model emfatitza
la importancia d’una barrera epitelial intacta per tal de mantenir
I’homeostasi immunologica front a antigens continguts normalment a la
llum intestinal (Jurjus et al., 2004). Si 'administracié de DSS es manté, la
resposta adaptativa del sistema immune pot ficar-se en marxa i donar com
a resultat una inflamacié cronica de la mucosa intestinal. De fet,
I’administracié ciclica repetida de DSS (4 a 7 cicles) s’'empra com a model

d’inflamacid intestinal cronica, el que permet importants observacions
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sobre la resposta immune, aixi com I'estudi de mediadors i el flux cel-lular

involucrat en la cronificacié de la Mll (Bento et al., 2012).

El primer dia després el tractament amb DSS s’observa un augment
en les concentracions de TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-12 i IL-17, aixi com d’IL-6 i
IL-10, que s’incrementen al continuar amb el tractament. A partir d’aci, es
genera un distint perfil de mediadors en funcid de la fase de colitis; la
inflamacié aguda es converteix en una resposta cronica controlada
principalment per Th2 (menors concentracions de TNF-a, IL-17 i
qguimiocina derivada de queratinocits [KC] i augment d’IL-5, IL-13, IL-10, IL-
6 i IL-4) (Dothel et al., 2013), encara que s’ha observat un perfil distint
entre diferents llinatges de ratolins en aquesta fase de la malaltia (Melgar
et al., 2005). Aquests mediadors inflamatoris no sols juguen un paper clau
en la patogenesi de la colitis induida per DSS, sind que sén importants

dianes d’actuacié front a la malaltia (Kawada et al., 2007).
11.L1.4.1.2. Farmacs emprats en el tractament de la Mil per DSS

En paral-lel al desenvolupament de nous models animals ha existit
sempre un debat respecte a la predictibilitat d’aquests per a les malalties
humanes. El model de colitis induida per DSS en ratolins ha demostrat
reproduir algunes de les caracteristiques inflamatories cliniques i
histologiques trobades en humans amb CU, i s’empra sovint per assajar
tractaments per a la malaltia i elucidar els mecanismes implicats (Sann et

al., 2013).

El tractament convencional de la CU humana busca induir i mantenir
un estat de remissid clinica, aixi com prevenir i/o reduir el nombre i la
duracié de les recaigudes. Amb aquesta finalitat, s’utilitzen els salicilats
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(mesalazina), els corticosteroides (prednisolona i prednisona), tiopurines
(azatioprina, 6-mercaptopurina), metotrexat, ciclosporina i infliximab. En
la taula Il.1 es resumeixen les indicacions establertes en el control de la

malaltia:

Taula I.1. Resum de les indicacions basades en l'evidencia per al tractament de
pacients amb CU (Baumgart i SandBorn, 2007).

LLEUA
MANTENIMENT
MODERADAMENT H
ACTIVA DE LA REMISSIO
Tractament Dosi Distal Extensa Refractaria Sew;ecrt?‘l:;ent Distal Extensa
Induccié
Sulfasalazina (2-6 g/d) SI SI SI* NOf SI SI
Manteniment
(2-4 g/d)
Induccié
Suposnops (0,5-1,5.g/d) sI NO SI* NO? sI NO
mesalamina Manteniment
(0,8-1 g/d)
Induccié
Enemes (1-4 g/d) SI (terapia .
mesalazina Manteniment St adjuvant) ST Nof St NO
(1-4 g/d)
Induccid
Mesalamina (1,6-4,8'9‘ per d) sI s I+ NO7 sI sI
oral Manteniment
(0,75-4 g/d)
. Manteniment
Olsalazina (1-2 g/d) NO# NO# NO# NO# SI SI
Induccié
(6,78 g/d =
equivalent a 2,4
g mesalamina/
Balsalazida d) . SI SI SI* NOf SI SI
Manteniment
(2-4 g/d =
equivalent a 1,4
g mesalamina
/d)
Enemes Induccié %
hidrocortisona (100 mg/d) ST NO ST SI§ NO NO
Enemes Induccid -
budesonida (2-8 mg/d) SI NO S SI§ NO NO
Corticoides Induccié
orals (100 mg/d) SI SI SI* NO NO NO
(hidrocortisona) g
Corticoides Induccié
orals SI SI SI* NO NO NO
(prednisona) (40-60 mg/d)
Corticoides Induccié
intravenosos NO NO SI** SI NO NO
) (60 mg/d)
(prednisolona)
Azatioprina Manteniment
oral (2-2,5 mg/kg/d) NO NO SI NO SI SI
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Ciclosporina Induccié (2-4
intravenosa mg/kg/d) NO NO NO SI NO NO

Induccié
(concentracio
sérica proposta
5-15 ng/mL)

Tacrolimus

oral NO NO NO SI NO NO

Induccié

(5 o 10 mg/kg,

setmanes 0, 2 i

6)

Manteniment SI SI SI SI SI SI
(5 o 10 mg/kg,

cada 8

setmanes)

Infliximab
intravenés

*Normalment continuat com a manteniment del tractament per a la malaltia de lleu a moderadament activa quan
s’afegeixen agents addicionals.

TNormalment interromput degut a la possibilitat d’intolerancia a la sulfasalazina, mesalamina o balsalazida.

fLa diarrea es produeix amb freqiiéncia en dosis més altes en els pacients amb colitis ulcerosa activa.

§Tractament complementari als corticosteroides intravenosos.

**E|s pacients que no responen amb corticosteroides orals, respondran a I’hospitalitzacié amb I'administracié de corticosteroides
intravenosos.

— Acid 5-aminosalicilic (5-ASA)

Els salicilats contenen en la seua estructura la molécula del 5-ASA
(mesalazina o mesalamina), la qual exerceix un efecte antiinflamatori topic
sobre la mucosa intestinal actuant a través de la cascada de l'acid
araquidonic (AA). El primer salicilat emprat va ser la sulfasalazina, en quée
el 5-ASA es troba unit a la sulfapiridina. Posteriorment es va demostrar
que el component actiu era la fraccid 5-ASA, i la sulfapiridina era la

responsable dels efectes adversos, limitant el seu Us en la practica clinica.

En general, els preparats de mesalazina sén la primera linia de
tractament en les formes lleus a moderades de la CU activa, especialment
en la induccid i el manteniment de la remissio de la malaltia. No obstant
aixo, els salicilats han demostrat algunes limitacions després de ser
emprats en el model de colitis induida per DSS. D’una banda, la
mesalazina pura per via oral s’absorbeix majoritariament a l'intesti prim
proximal, el que impedeix que arribe a concentracions terapeutiques en el

colon (Gomollén i Garcia Lopez, 2007), de fet es prefereix la formulacié
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rectal en la malaltia humana (Hanauer, 2008). D’altra banda, I'efecte
protector de la sulfasalazina ha estat limitat, en molt casos, a la duracio
del protocol experimental, i demostra un major efecte a major extensio de
I’estudi. Aquest fet es correlaciona amb el seu Us en la practica clinica, on
es mostra efectiva com a terapia de manteniment en la malaltia cronica
humana, més que en el tractament d’un atac agut sever (Axelsson et al.,

1998).
— Corticoides

Els corticoides, per les seues accions antiinflamatories i
immunomoduladores, son farmacs essencials en el control dels brots
moderats o greus de CU. No obstant aix0, el seu uUs prolongat
s’acompanya, inevitablement, d’efectes secundaris greus i, en ocasions,
poden produir casos de dependéncia i resistencia. Entre altres, la
budesonida presenta un perfil d’efectes adversos millorat respecte als
esteroides convencionals, fet pel qual és un farmac de primera eleccio en
la induccid de la remissid de la malaltia. El seu Us en el model de DSS ha
demostrat un efecte beneficids quan s’administra en els brots aguts de la
malaltia (Beloqui et al., 2013), encara que acompanyat d’efectes adversos

greus ocasionats als animals (Sann et al., 2013).
— Immunosupressors

Els farmacs immunomoduladors, azatioprina, 6-mercaptopurina,
ciclosporina i tracrolimus, han demostrat ser efectius en situacions
concretes de la practica clinica. D’'una banda, la 6-mercaptopurina i el seu
profarmac azatioprina, s’utilitzen en la CU per al manteniment de la

remissio, mentre que la seua utilitat al brot agut és menor. Per tal
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d’exercir la seua activitat, ambdds requereixen un extens metabolisme
abans de generar els corresponents metabolits actius, els 6-tioguanin-
nucleotids. Aquest fet genera una elevada variabilitat interindividual entre
pacients amb la MIl, el que es reflexa amb |'4s d’aquests farmacs en el

model animal (Kverka et al., 2011).

D’altra banda, la ciclosporina s’empra en la induccid de la remissid
en els pacients amb CU severa refractaria a corticoides. Actua inhibint
I'activitat fosfatasa de la calcineurina, la qual cosa implica, en ultima
instancia, la supressio de la resposta immunologica de tipus cel-lular. En el
model de CU induida per DSS, la ciclosporina per via oral exerceix un
efecte tant local com sistemic (Sann et al., 2013). A més, el seu Us cronic
limitat a la malaltia humana es reflecteix amb els problemes ocasionats en
el model animal quan s’augmenta la dosi o es modifica I'esquema de

tractament (Bani¢ et al., 2002).

El tacrolimus o FK506 és un farmac immunosupressor amb un
mecanisme semblant a la ciclosporina perd amb una potencia superior. Es
efectiu per al tractament de pacients amb CU que soén refractaris a la
terapia convencional. Per la seua activitat immunosupressora de cel-lules
T i macrofags, el tacrolimus exerceix un efecte terapeutic en pacients amb
CU, de la mateixa manera que en el model agut de DSS, per mitja de la
supressié de la produccié de les citocines inflamatories IFN-y i IL-1B

(Okada et al., 2011).
— Terapia Biologica

El terme terapia biologica engloba una serie d’agents terapeutics

amb accid antiinflamatoria selectiva, la finalitat dels quals és restablir una
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accio immunologica normal. En concret, l'infliximab, és un anticos
monoclonal dirigit front a TNF-a, indicat en la CU moderada a severa en
els casos refractaris al tractament convencional i, en ocasions, com ultim
recurs abans de recérrer al tractament quirdrgic. Al igual que en la
malaltia humana, la colitis induida per DSS és altament dependent de la
molecula de TNF-a, el que explica I'efecte beneficids de I'infliximab en el
model animal (Lopetuso et al., 2013). En 'actualitat es tracta de I'agent
biologic més emprat a la practica clinica diaria, encara que es poden

emprar també I'adalimumab i el certolizumab (Hinojosa del Val, 2007).
I1.1.5. NOVES PERSPECTIVES TERAPEUTIQUES

La gran varietat de factors desencadenants de la Mll, junt amb la
complexa resposta immune resultant, ofereix moltes dianes
terapeutiques, el que es reflexa en I'ampli ventall de farmacs
desenvolupats, alguns actualment en estudi mentre que altres han
resultat ineficacos. En I'actualitat, el tractament més innovador de la
malaltia es dirigeix a controlar I'excessiva resposta immune adaptativa
amb |'Us d’agents biologics com els anticossos monoclonals front a TNF-a.
Encara que aquests agents son eficacos en molts pacients, tan sols en un
ter¢c o menys s’aconsegueix la remissid i molts dels que ho aconsegueixen
amb el temps perden la resposta. A més, la majoria de malalts tractats
amb terapia biolodgica necessiten terapia d’induccid i manteniment, i les
despeses sdn molt elevades (D’haens, 2007; Danese, 2012). Es per aixo,
gue en aquests pacients sorgeix la necessitat d’emprar altres practiques
mediques que aconseguisquen optimitzar el tractament amb la finalitat de

millorar la seua qualitat de vida.
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Estudis epidemiologics demostren que I'Us d’alguna forma de CAM
€és comuna entre pacients amb alguna manifestacio de MIl, amb una
prevalenga entre un 31-51% (Hilsden et al., 2003), i entre elles destaca I'Us
de la terapia amb productes naturals (Ganguli et al., 2004; Langhorst et
al., 2005). Diversos estudis en humans han demostrat bons resultats en el
tractament de la malaltia amb la terapia natural. La curcumina ha
demostrat ser més efectiva que el placebo en el manteniment de la
remissio en pacients amb CU quiescent (Devlin, 2007). El tractament amb
un gel d’Aloe vera (L.) Burm. f. (Aloaceae) en pacients amb CU va induir la
remissio clinica junt amb una reduccido dels indexs d’activitat i dels
marcadors histologics de la malaltia. L'administracio de capsules
d’Artemisia absinthium L. (Asteraceae) a pacients amb MC va permetre
una completa remissié dels simptomes en un alt percentatge de subjectes.
El suc obtingut de Triticum aestivum L. (Poaceae) va reduir completament
I'index d’activitat de la malaltia (IAM) i la severitat del sagnat rectal en
pacients amb CU. A més, un extracte etanolic aquds estandarditzat
obtingut a partir d’Andrographis paniculata (Burm. f.) Wall. ex Nees
(Acanthaceae) (HMPL-004) va demostrar una eficacia similar a la de
I"alliberacié retardada de mesalazina, sent a més ben tolerat en pacients
amb CU lleu o moderadament activa. La resina de Boswellia serrata
(Burseraceae) va resultar en una taxa de remissid en pacients amb CU
similar a l'obtinguda per a sulfasalazina (82% i 75%, respectivament)
(Recio et al., 2012). No obstant aix0, és important destacar que aquest
tipus de terapies no estan exemptes d’efectes adversos, toxicitats i
interaccions. A més, la regulacié de la puresa i la dosificacié segueixen

sent problematiques (Tillish, 2007).
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En els ultims anys, molts constituents bioactius dels aliments es
comercialitzen en forma de productes farmacéutics. Es tracta d’un tipus
de principis que es designen amb el nom de nutraceutics i que defineix un
suplement dietétic que ofereix una forma concentrada d’'un presumpte
agent bioactiu d’un aliment, administrat amb el proposit de millorar la
salut en dosis que excedeixen a les que es podrien obtenir als aliments
normals. Al mercat existeixen actualment una nombrosa llista de
nutraceutics: el carotenoide licope, compostos ensofrats d’espéecies
d’al-liacies (cebes, alls, porros, etc.), extractes de glucosinolats i fitosterols,
i diversos grups de compostos fenolics (antocianines, proantocianidines,
estilbens, hidroxicinamats, cumarines, acid el-lagic i el-lagitanins [ETs],
etc.). No obstant aix0, I'evidéncia cientifica que ddna suport als seus
efectes beneficiosos en la salut és encara insuficient i es basa

majoritariament en estudis in vitro o models animals (Espin et al., 2007a).

En aquest sentit, i tenint en compte la insistent demanda de la
terapia natural, en especial per al tractament de les malalties croniques
com la MIl, I'Organitzacié Mundial de la Salut s’ha centrat en preparar
informacio fiable i adaptable a contexts especifics relativa a I’Us d’aquesta
forma d’atencid sanitaria, la qual cosa fomenta el desenvolupament de les
investigacions cliniques amb eficacia i seguretat de les medicines
tradicionals i defen el seu Us racional (562 Assemblea Mundial de la Salut,

2003).
11.1.5.1. Antiinflamatoris d’origen vegetal. Compostos fenolics

Entre els nombrosos agents d’origen natural reconeguts per la seua
activitat  antiinflamatoria, els compostos d’estructura fenolica
constitueixen un dels majors i més extensos grups, i son considerats
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importants candidats amb un potencial per a desenvolupar terapies

medicinals alternatives.

En general, els termes fenol i polifenol denoten una gran quantitat de
substancies contenint un o més anells aromatics amb un o més restes
hidroxil. Aixi, I'estructura quimica dels compostos fenolics varia des de
molecules simples, com els acids i els alcohols fenolics, fins a compostos
altament polimeritzats com els tanins (Manach et al., 2004). A més, molts
d’ells estan normalment glicosilats amb sucres com la glucosa, la ramnosa,
la galactosa o la arabinosa. No obstant aixo, malgrat I'amplia variabilitat
estructural, la majoria tenen un intermediari comu, la L-fenilalanina, o el

seu precursor immediat, I’acid shikimic (Yang et al., 2001).

Durant molts anys s’ha plantejat la idea de que la capacitat
antioxidant dels compostos fenolics proporciona proteccid cel-lular front
al dany oxidatiu a través de la captacié de radicals lliures (Azzi et al.,
2004). No obstant aix0, aquest concepte sembla ser una visié simplificada
del seu mode d’accié. Actualment se sap que els compostos fenolics,
reconeguts per constituir les substancies actives presents en moltes
plantes medicinals, modulen [l'activitat d’'un ampli rang d’enzims i
receptors cel-lulars involucrats en la transduccid de senyals (Manach et al.,
2004). Aixi, a més de tenir propietats antioxidants, aguests compostos
presenten altres accions biologiques especifiques encara en constant

descobriment.

En aquest sentit, quan més s’investiga en ells, més es coneix sobre
les seues activitats especifiques, entre les quals s’inclouen la prevencio o

reduccio de I'oxidacio de moléecules diana com les lipoproteines de baixa i
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molt baixa densitat (LDL i VLDL) (mecanisme clau en la formacio de lesions
aterosclerotiques) i I'ADN (rellevant per a la induccid del procés
cancerigen). Les isoflavones, estilbens i lignans sdn compostos fenolics
estructuralment similars a I'estradiol-178, I'hormona estrogenica més
potent dels mamifers, i tenen la capacitat d’interactuar amb els receptors
estrogenics alterant aixi els processos cancerigens dependents
d’hormones. A més, nombrosos estudis han demostrat que polifenols com
el gal-lat d’epigal-locatequina (EGCG), la curcumina, el resveratrol i I'acid
el-lagic, entre d’altres, indueixen apoptosi en diverses linies cel-lulars
cancerigenes (Ahmad et al., 1997; Clement et al., 1998; Kuo et al., 1996; Li
et al., 2005). D’altra banda, alguns fenols sén capacos d’inhibir la xantina
oxidasa i altres enzims implicats en la produccié de les danyoses EROs;
també enzims implicats en el procés inflamatori, com la 5-lipoxigenasa
(LOX), la inhibicié de la qual per 'acid cafeic, silibina, curcumina i diversos
flavonoides podria justificar les seues accions antiinflamatories (Lattanzio
et al., 2008). Park (1999) va demostrar que alguns flavonoides bloquegen
el consum de glucosa in vitro. A més, la seua activitat terapeutica in vivo
en el control de la diabetis de tipus 2 pot explicar-se per la inhibicié de
I’absorcié de glucosa a l'intesti, la modulacié dels enzims involucrats en el
seu metabolisme, la millora del funcionament de cel-lules B i I'estimulacié
de la secrecid i/o I'accié de la insulina (Arion et al., 1997; Liu et al., 2000;

Waltner-Law et al., 2002; lwai et al., 2006).
11.L1.5.1.1. Interés com agents antiinflamatoris

Una de les principals dianes de |'accio in vivo dels fenols en la
cascada inflamatoria és el complex sistema NF-kB/IkB (Bremner i Heinrich,

2002). Polifenols com resveratrol, curcumina, EGCG i quercetina atenuen
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I'activacié del factor de transcripcid, bé inhibint la fosforilacio, bé
prevenint la degradacid proteasomica del seu inhibidor (IkB) (Bravo 1998;
Scalbert et al., 2005). Curiosament, les propietats antiinflamatories dels
farmacs antiinflamatoris no esteroides (AINEs) sén també, en part,
atribuibles a la inhibicio de les cinases IKK. Per tant, ja que els compostos
fenolics no semblen prevenir la sintesi de prostaglandines (PGs)
constitutives/protectores per la COX-1 com en el cas dels AINE, es
suggereix que aquests compostos podrien ser agents antiinflamatoris més

segurs.

La figura Il.5 mostra alguns dels mecanismes involucrats en la seua
activitat antiinflamatoria:

Citocines proinflamatories,
‘ estrés oxidatiu, medi ambient,
envelliment, etc.

I
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Adaptat de Santangelo et al. (2007).

Figura II.5. Principals punts d’accié dels compostos fenolics (1) en la
cascada inflamatoria.
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11.L1.5.1.2. Principals compostos fenolics en el tractament de la Mll

L’administracié de polifenols com la quercetina i els seus glicosids,
resveratrol, EGCG i curcumina ha demostrat ser efectiva en la prevencio i
el tractament de la inflamacidé i el dany intestinal en diferents models
animals de MIl. En humans, els estudis clinics es limiten a extractes de

Boswellia serrata i curcumina i derivats (Romier et al., 2009).

En diferents models d’inflamacié intestinal in vitro, molts
estandards de polifenols purs interfereixen en la induccid de les vies de
senyalitzacié del NF-xB i les MAPKs, aixi com en la produccié final de
mediadors proinflamatoris, tant en la seua expressio proteica com d’ARN
missatger (ARNm). En la majoria d’estudis in vivo, el tractament per via
oral, rectal o subcutania amb polifenols abans, durant i/o després de la
induccio6 de la colitis experimental mitjancant DSS, acid
trinitrobenzenisulfonic (TNBS), acid acetic o per injeccié intraperitoneal de
LPS, demostra que aquests compostos milloren els parametres de
severitat de la malaltia, amb unes dosis efectives que varien des de 0,5 a
1500 mg de producte pur per kg de pes i per dia (Taula I.2). En molts
d’ells, I'efecte és comparable als farmacs de referéncia (per exemple
sulfasalazina). A més, com ja s’ha esmentat, cal destacar que els efectes
beneficiosos de curcumina en animals han estat confirmats a I'estudi en
humans. En canvi, tan sols pocs estudis han examinat I'efecte d’extractes
de polifenols naturals en models in vitro o in vivo. Alguns dels més
importants per la seua efectivitat en reduir la severitat de diferents
models de colitis, inclouen els extractes de te verd, la magrana, el

canyamel, el vi negre o el roure (Romier et al., 2009).
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Taula. 1l.2. Efecte de compostos fenolics en models in vivo d'inflamacié intestinal
induida experimentalment (Actualitzada de Romier et al., 2009).

Compost fenolic Efectes antiinflamatoris Animal Agent inductor (Al)
Flavonols
Morina \/Severitat colitis, activitat MPO i produccié IL-1B, LTB,  Rata TNBS (30 mg)
i MDA. Inhibeix activitat iNOS.
Miricetina \/' Severitat colitis. Prevé I'activacié de PI3K/Akt, NF-kB  Ratoli DSS (3%, 5d)
Schwanke et al., (2013) i MAPKs.
Quercetina \/Severitat colitis i activitat MPO. Efectes dosi- Rata TNBS rectal (p.r.) (15
dependents. mg)
Cap efecte en severitat colitis, expressié d’ARNm d’IL-  Ratoli DSS (5%, 7 d)
1B IL-6.
Cap efecte en severitat ileitis. Ratoli
\/Expressié d’ARNm IP-10 i MIP-2. TNFAARE/WT
Inhibeix activacié NF-xB, \jproduccié citocines i Rata DSS (5%, 5d i 2%, 10d)
activitat iNOS.
Quercitrina \/ Severitat colitis i activitat MPO i AP. Rata TNBS
/N Glutatio.
Cap efecte en severitat colitis i activitat MPO. Rata TNBS (30 mg)
V' MDA i activitat iNOS i AP al colon.
\/Severitat colitis. Inhibeix activitat MPO, AP i iNOS. Rata DSS (2-5%, 8 0 15d)
Inhibeix activacié NF-xB. \Glutatid.
V' Severitat colitis, activitat MPO i AP, expressio iNOS i Rata DSS (2-5%, 15d)
COX-2, i citocines IL-1B i TNF-a. Inhibeix activacié NF-
KB./\ Glutatio.
Rutina \/ Severitat colitis i activitat MPO. Efectivitat similar a  Rata TNBS (15 mg)
sulfasalazina.
\/ Severitat colitis i expressi6 d’ARNm IL-1B i IL-6. Ratoli DSS (5%, 7d)
Efectes dosi-dependents.
VSeveritat colitis i activitat AP. Cap efecte en MPO i
LTB4.NGlutatid Rata Acid acétic (rectal)
\Severitat colitis i activitats MPO i AP. Cap efecte en  Rata TNBS (10 mg)
LTB,. /\Glutatid.
Flavones
Baicaleina \/ Severitat colitis. Ratoli DSS

Carboximetiloxil-
3’,4’,5-trimetoxi-

\/ Severitat colitis en 3 models de M|

Rata-TNBS (30 mg)
Rata- Acid acétic (4%)

flavona Rata transgenica HLA-B27

Dosmalfat \/Severitat colitis, activitat MPO i produccié IL-1B. Ratoli DSS (5%, 7d)
Normalitza produccié PGs.
\ Severitat colitis, activitat MPO i produccié TNF-o.  Rata TNBS (10 0 30 mg)
Expressio receptor EGF. Efectes dosi-dependents.

Wogonina /N 1gA fecal i secrecio IFN-y i IL-2. Ratoli DSS (5%, 7d)
\/ Secrecid IgE, IL-4, IL-5 i IL-10 als limfocits de MLN

Isoflavones

Mescla: daidzeina, | Expressi6 d’ARNm de metalotioneines i SOD de Ratoli LPS (i.p. 6 pg)

genisteina i altres manganes.

Glabridina \/ Severitat colitis, activitat MPO i produccié NO, PGE,,  Ratoli DSS (5%, 7d)
IL-6 i TNF-a.

Flavanones

Naringenina \/Severitat colitis i produccié de IFN-y, IL-6 i IL-17A.  Ratoli DSS (2%, 7d)

Azuma et al., (2013) Evita dany en la integritat de la barrera epitelial.

Flavan-3-ols

Catequina \ Severitat colitis i activitat MPO. Manté normal Rata TNBS
activitat I'’AP plasmatica.

EGCG \/ Severitat colitis i activitat MPO. Rata TNBS (24 mg)

Mochizuki i Hasegawa /N Activitat SOD.

(2010)

Teaflavina-3,3’- \Severitat colitis, activitat MPO, secreci6 IL-12, IFN-y i  Ratoli TNBS (6 mg)

digal-lat expressio proteica i d’ARNm d’iNOS. Inhibeix activacio
NF-xB i activitat citosolica IKK i IxB. Efectes dosi-
dependents.

Tearubigina \/'Severitat colitis, activitat MPO, secreci6 MDA, IL-12,  Ratoli TNBS (6 mg)
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Proantocianidines

Picnogenol \ Severitat colitis i activitat MPO. Efectes dosi- Rata TNBS (24 mg)
dependents.
Acids fenolics
Curcumina Vseveritat colitis, infiltracié de cel-lules T CD4+  Ratoli TNBS (2-2,5 mg)
activacié NF-xB i expressié d’ARNm d’IL-6, IL-12, IFN-y
i TNF-a.
\/Severitat colitis, activitat MPO, produccié MDA i NO,  Ratoli TNBS (6 mg)
activacio NF-xB i expressio d’ARNm d’IL-12, iNOS i
IFN-y.
\/Severitat colitis, activitat MPO, produccié IL-B, Ratoli DNBS (6 mg)
activacio NF-xB i p38 MPAK.
\/Severitat colitis, expressi6 d’ARNm d’IL-B, activacié Rata TNBS (50 mg)
NF-kB i degradacio de 1kB.
\/Severitat colitis, activitat MPO, produccié TNF-a i NO,  Rata TNBS (30 mg)

expressio d’iNOS i COX-2 i activacié p38 MPAK.
Producci6 IL-10.
\/Severitat colitis, activitat MPO, infiltracié de cél-lules T

CD4 i CD8 i tincié nuclear de NF-xB i tincié ditosolica  Ratoli DSS (3,5%)
d’IxB.
Liuetal., (2013) V Severitat colitis, activitat MPO, expressié d’IL-18 i  Ratoli DSS (5%)

TNF-a. Inhibeix activitat p-STAT3 i unidé a 'ADN dels
dimers de STAT3.

Acid cafeic \/Severitat colitis, expressié d’ARNm d’IL-17 i iNOS. Ratoli DSS (1,25%)

Ye et al., (2009) Normalitza I’expressié de CYP4B1.

Acid el-lagic \Severitat colitis i activitat MPO. Major efecte amb acid ~ Rata DSS (3%, 7d)
el-lagic contingut en microesferes.

Rosillo et al., (2011) \Severitat colitis, activitat MPO, producci6 TNF-a, Rata TNBS (10 mg)

sobreexpressié de COX-2 i iNOS, fosforilacié MAPKs i
translocacioé nuclear p65 NF-KB.
/NProduccié de moc a les cél-lules goblet.
Rosillo et al., (2012) \/ Severitat colitis, activitat MPO, producci6 TNF-a, Rata TNBS
sobreexpressié de COX-2 i iNOS, fosforilacid6 MAPKs i
translocacio nuclear p65 NF-kB.

Paenol \/Severitat colitis, activitat MPO i expressi6 d’iNOS. Ratoli TNBS (1 mg)
Estilbens
Resveratrol \/Severitat colitis, activitat MPO, produccié IL-1B i PGD,,  Rata TNBS (10 mg)

expressio de COX-2 (pero no de PGE;).

/\ Apoptosi de colonocits.

\/Severitat colitis, activitat MPO, produccié TNF-a i Rata TNBS (30 mg)
expressio de COX-2 i NF-xB. Reestableix PGE,.

/\ Apoptosi de colonocits.

Singh et al., (2010) \/Severitat colitis, produccié local i sistémica de SAA, IL-  Ratoli DSS (3%, 7d)

6, IL-1B, IFN-y, i TNF-a, expressié de p-lk B i COX-2 i
activitat de NF-xB. /Expressio génica de SIRT1.

Sanchez-Fidalgo et al., \/Severitat colitis, produccié TNF-a i IL-1B, expressié de  Ratoli DSS (3%, 5d)
(2010) COX-2, iINOS i PGES-1 i activitat de p38 MAPK.

/N Produccid I1L-10
Piceatanol \/Severitat colitis, activitat MPO, produccié NO i PGE,,  Ratoli DSS (5%, 7d)

expressio d’ARNm iNOS, COX-2, TNF-a, IL-6, MCP-1 i
KC-1 i translocacio nuclear de p-STAT3 i NF-xB

Altres

Cumarina i 4- \/ Severitat colitis, activitat MPO i AP (a les dosis de 5i  Rata TNBS (10 mg)
hidroxicumarina 25 mg/kg/d, respectivament per ambdues)

2’4 ,6'-Tris- \V Severitat colitis i secrecié ICAM-1, IL-1B i TNF-a. Ratoli TNBS (2 mg)
(metoximetoxi)

calcona

Abreviatures: AP: fosfatasa alcalina, EGF: factor de creixement epidermic, HLA: antigen de leucocits huma; IP: proteina induible
d’interfero; MCP: proteina quimioatraent de monocits; MDA: malondialdehid; MIP: proteina inflamatoria de macrofags; MNL:
noduls limfatics mesentérics; MPO: mieloperoxidasa.
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11.1.5.1.3. Consum en la dieta

Una important proporcié de compostos fenolics esta present en les
plantes comestibles, entre les que s’inclouen els cereals, el cacau, els
llegums, les fruites, les verdures, el te, el vi, etc. La recerca biomedica ha
revelat que la seua preséncia en la dieta exerceix un paper fonamental en
la prevencié de moltes de les principals malalties croniques, on s’inclouen
malalties cardiovasculars i neurodegeneratives, cancer, diabetis i

osteoporosi (Scalbert et al., 2005).

Encara que és dificil establir una estimacié exacta del consum de
fenols en la dieta, es creu que el consum mitja en humans amb una dieta
saludable esta al voltant d’1 g al dia, un valor aproximadament 10 vegades
superior al de la vitamina Ci 100 al de la vitamina E o el B-carote (Scalbert
i Williamsom, 2000). A més, els compostos actius poden no ser els
compostos fenolics trobats als aliments en la seua forma original, ja que la
majoria es presenten en forma d’ésters, glicosids (principalment
glucosids), o polimers, associant-se amb carbohidrats i acids organics.
Aquestes diferencies en l'estructura quimica fan que no tots els fenols
siguen absorbits amb la mateixa eficacia (Manach et al., 2004). Per
aquesta rao, I'avaluacio dels efectes beneficiosos dels aliments i els seus
ingredients per a la salut humana no és tasca facil. No obstant aixo,
I’elucidacié dels mecanismes pels quals aquests compostos prevenen les
malalties degeneratives facilitaria el desenvolupament de nous productes

nutraceutics amb propietats preventives i/o terapeutiques.
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11.1.5.2. Compostos objecte d’estudi
11.1.5.2.1. Acid el-lagic

Estructuralment, I'acid el-lagic (2,3,7,8-tetrahidroxi [1]-benzopira
[5,4,3,-cde][1]benzopira-5,10-diona) (Figura 11.6) és una dilactona fenodlica
formada per la lactonitzacid espontania de l'acid hexahidroxidiféenic,
constituit al seu torn per I"'acoblament oxidatiu de dues molécules d’acid
gal-lic. Els quatre anells de la molécula, representant el domini lipofil, li
confereixen una elevada estabilitat térmica, perd0 també una baixa
solubilitat en aigua, encara que elevada en metanol acidificat, etanol i

dimetilsulfoxid (DMSO) (Aguilera-Carbo et al., 2008).

L'acid el-lagic és un dels molts compostos fenolics consumits
diariament com a part d’una dieta normal. Esta present en moltes fruites
vermelles i fruites del bosc com maduixes, gerds, nabius, raim, magranes i
groselles negres, aixi com a les nous (Colaric et al., 2005) i les begudes
destil-lades (Goldberg et al., 1999). En tots aquests aliments, rarament es
troba lliure, siné en forma glicosilada (glucosa, arabinosa, xilosa, etc.), o
formant part dels ETs, polimers de I'acid hexahidroxidifenic esterificat

amb la glucosa (Larrosa et al., 2006).

N fe s N

del tracte gastrointestinal s’allibera acid el-lagic, el qual és ampliament
metabolitzat per la flora intestinal proporcionant els seus productes de
degradacid de tipus hidroxi-dibenzopiranona (urolitines). Mentre que al
jeju els principals metabolits sén l'acid el-lagic i els derivats tri- i
tetrahidroxi-dibenzopiranones (urolitina Ci D, respectivament), al colon es

troben principalment l'urolitina A (3,8-dihidroxi-6H-dibenzo [b,d]pira-6-
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ona; Figura I1.6) (Cerda et al., 2005a) i l'urolitina B (3-hidroxi-6H-
dibenzo[b,d]piran-6-ona; Figura I1.6) (Cerda et al., 2005b), el que demostra
gue el metabolisme d’aquests compostos progressa a mesura que

avancen a través de l'intesti (Espin et al., 2007b).

El-lagitanins

Estémac

Intesti prim
Intesti gros

io : rolitina A
i ; rolitina B

Adaptat d’Espin et al., (2013)

Figura I1.6. Produccio seqiiencial d’urolitines al tracte gastrointestinal.

Alguns estudis de biodisponibilitat i metabolisme indiquen que
I’acid el-lagic i els ETs presents als aliments poden ser responsables
d’importants efectes biologics localment al tracte gastrointestinal, mentre
que el seu efecte sistemic pot ser atribuit als metabolits produits per la
microflora. Aixi mateix, és clar que sén un grup de compostos que han

despertat una especial atencio pels seus efectes beneficiosos.
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El suc i els extractes de magrana (Punica granatum L., Lythraceae)
s’han convertit en els dltims anys en un popular suplement dietétic,
obrint-se cami dins del mercat dels nutraceutics. Al seu alt contingut en
ETs, en especial punicalagina, se li atribueixen importants beneficis
nutricionals en la dieta humana relacionats, en part, amb la seua potent
activitat antioxidant (Gil et al., 2000), fins i tot major que altres sucs de
fruita, el vi negre i el te verd. El seu consum ha estat promocionat per al
tractament del cancer de prostata, per les seues propietats
antimutageniques (Bell i Hawthorne, 2008), aixi com pel seu efecte
protector front a malalties cardiovasculars (Aviram i Rosenblat 2012) i

preventiu de la disfuncid eréctil (Forest et al., 2007).

L’objectiu de la majoria d’estudis és identificar els constituents
terapeutics de la magrana. Entre ells, un especial interes es centra amb els
ETs, que alliberen acid el-lagic, del que es coneix que el seu efecte biologic
resulta de multiples accions, entre les que s’inclouen la seua activitat
antioxidant, antiinflamatoria (Hassoun et al., 2004; Rogerio et al., 2008;
Chao et al, 2009; Suzuki et al., 2009; Karlsson et al., 2010) i
anticarcinogena (Falsaperla et al., 2005; Bell i Hawthorne, 2008; Glauert et
al., 2010), aquesta ultima es suggereix per mitja de la modulacié d’enzims
implicats en el cicle cel-lular i en la proliferacié del cancer (Losso et al.,
2004; Espin et al., 2007a; Seeram et al., 2007; Edderkaoui et al., 2008).
Alguns autors atribueixen aquestes propietats beneficioses a la seua
capacitat d’unir-se irreversiblement a macromolécules (proteines i ADN),
resultant en una acumulacio d’acid el-lagic en cel-lules epitelials i altres
tipus cel-lulars (Whitley et al., 2003). Aquest concert d’activitats que

ofereix I'acid el-lagic, de forma semblant a altres polifenols ingerits a la
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dieta, juga un paper beneficids en el desenvolupament de malalties amb

un component inflamatori i/o oxidant.
— Activitat antioxidant

Es ben conegut que polifenols de la dieta com curcumina, acid lipoic
o resveratrol posseeixen un efecte antioxidant bifuncional
directe/indirecte, es a dir, poden sofrir reaccions redox i atrapar espécies
reactives o poden actuar com precursors d’enzims antioxidants o
proteines citoprotectores que son bé, redox actives o inactives (Dinkova-
Kostova i Talalay, 2008). Pel que fa a I'acid el-lagic, les seues propietats
antioxidants li permeten tant neutralitzar radicals lliures i quelar cations
metal-lics de transicid que poden induir dany oxidatiu, com inhibir enzims

prooxidants i activar enzims antioxidants (Djuri¢ et al., 2014).

In vitro, la seua activitat com captador directe d’especies reactives
ha estat demostrada i justificada en termes de la seua unitat estable
digal-lat i els grups hidroxil fenodlics presents a la molécula (Reddy et al.,
2007). El polifenol és capac¢ de captar tant EROs com ERNs en un rang
comparable al de les vitamines E i C (Priyadarsini et al., 2002), i ha
manifestat una afinitat especial per I'anidé superoxid i el radical hidroxil,
sent aquest efecte més fort fins i tot comparat amb el de la vitamina E o

I’a-tocoferol (lino et al., 2001).

Estudis in vivo, han demostrat que I'acid el-lagic és capac d’inhibir la
peroxidacid lipidica i la formacid de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina, un
subproducte de I'oxidacié de I’ADN (Takagi et al., 1995; Yu et al., 2005), la
qual cosa li va conferir un paper quimioprotector en un model de cancer

colorectal en ratolins (Kumar et al., 2012). La seua activitat com quelant
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de metalls i en conseqliencia protector front a la peroxidacio lipidica li
confereix, a més, una important activitat antiateromatosa (Yice et al.,
2008), justificada a més per la inhibicio de la generacié d’EROs induida per
la LDL oxidada en cel-lules endotelials (Ou et al., 2010). D’altra banda, es
suggereix que el seu efecte antiateromatds pot ser degut a la modulacié
de la via del receptor lectina tipo 1 de lipoproteines oxidades de baixa
densitat (LOX-1), el que resulta en una important reduccié de la generacié
de superoxid com a consequéncia del seu efecte sobre el complex
enzimatic fosfat dinucleotid de nicotinamida i adenina (NADPH oxidasa,

NOX) (Lee et al., 2010).

Com una primera linia de defensa front al desequilibri oxidatiu
cel-lular, el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) regula un procés de
destoxificacid enzimatic que modula [I'expressié genica d’enzims
antioxidants de fase Il com la superoxid dismutasa (SOD), la catalasa (CAT)
i la glutatidé peroxidasa (GPx). Polifenols com el resveratrol (Chen et al.,
2005; Ren et al., 2011), el ferulat d’etil (Scapagnini et al., 2011) o 'EGCG
(Shah et al., 2010) poden induir I'activacié d’aquests enzims. Pel que fa a
I'acid el-lagic, també s’ha demostrat que és capag¢ d’induir la seua
expressié en queratinocits humans, el que li confereix un efecte protector
front a l'estrés oxidatiu (Hseu et al., 2012). Alguns estudis atribueixen
aquest efecte a la cetona a,B-insaturada present a I'estructura quimica
d’aquests compostos. S’ha vist que aquest agrupament actua com un
potent acceptor en la reaccié de Michael i modifica els grups cisteina i tiol
en la proteina Keap 1, que reté al factor inactiu, la qual cosa dona lloc a
I’escissié de les interaccions entre ambdds, i en conseqiiéncia, activa la

cascada de senyalitzacioé corresponent (Surh, 2003; Eggler et al., 2005).
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— Activitat antiinflamatoria

En general, les malalties inflamatories estan controlades per factors
de transcripcid proinflamatoris com el NF-xB i AP-1 (Handel, 1997),
I’activacid i activitat sinergica dels quals comporta la sobreexpressié dels
enzims inflamatoris COX-2 i iNOS (O’Connor et al., 2010). L’acid el-lagic és
capa¢ de controlar el procés inflamatori reduint el reclutament
d’eosinofils i la produccidé de citocines, possiblement per mitja de la seua
interaccid amb els anomenats factors de transcripcié (Masamune et al.,
2005; Afag et al., 2005). En monocits humans, el polifenol inhibeix
I'alliberacié de prostaglandina E, (PGE,) per la seua influéncia sobre els
enzims fosfolipasa A2 citosolica del grup IVA (cPLA2a), COX-2 i la
prostaglandina sintasa microsomal-1 (mPGEs-1), implicats en la seua
sintesi (Karlsson et al., 2010); un efecte que alguns autors suggereixen que
té lloc mitjancant I'accid sobre el NF-xB (Yu et al., 2007; Edderkaoui et al.,

2008; Romier et al., 2008) i les MAPKs.

No obstant aix0, el seu paper en la inflamacidé no esta exempt de
controversia. Recentment, s’ha demostrat que I'acid el-lagic és capag de
controlar el procés inflamatori a través de una via independent a la
immunosupressié dels factors de transcripcié NF-xB i AP-1, en un model
de dany pulmonar agut. A l'estudi, el polifenol va aconseguir reduir
I’edema i la concentracio de neutrofils al pulmo, i va modular I'alliberacio
de citocines. En general, va accelerar la resolucid de la inflamacié
promovent la recuperacié del dany pulmonar i va reduir I'exacerbacié del
procés inflamatori mitjancant la inhibicié de la COX-2, actuant de forma

similar a la dexametasona (Cornélio Favarin et al., 2013).

4L



Revistd bibliografica

— Activitat anticancerigena

L’acid el-lagic comparteix el potencial general dels fenilpropanoides
d’interactuar amb molts aspectes del metabolisme dels mamifers
corresponents amb l'inici i el desenvolupament del cancer. La seua
activitat anticancerigena, per mitja de la influéncia sobre el cicle cel-lular
i/o I'apoptosi, ha estat estudiada en diverses linies cel-lulars (Li et al.,
2005; Larrosa et al., 2006; Edderkaoui et al., 2008; Chung et al., 2013). En
general es considera al polifenol com un inhibidor selectiu del creixement

de cel-lules cancerigenes.

D’una banda, al igual que curcumina, resveratrol, flavopiridol i els
polifenols del te verd, I’acid el-lagic ha demostrat induir I'apoptosi per la
via intrinseca o mitocondrial (Larrosa et al., 2006; Ho et al., 2013). Aquesta
via s’activa per senyals d’estres intracel-lular que indueixen la translocacié
mitocondrial de proteines proapoptotiques, activant en ultima instancia
les caspases i iniciant la cascada de mort cel-lular. En particular, com en el
cas de curcumina (Anto et al., 2002), es suggereix que les proteines
antiapoptotiques Bcl-2 i Bcl-X, son reguladors negatius claus de I'apoptosi

induida per I'acid el-lagic (Malik et al., 2011).

In vitro, el polifenol modula el cicle cel-lular induint I'expressio
génica de p21 i el seu regulador p53, el que inhibeix I'expressid de la
cinasa dependent de ciclina 2, un dels punts clau de control del cicle
cel-lulari, per tant, un dels mecanismes per tal d’induir la seua detencid (Li
et al., 2005). Estudis recents confirmen aquest efecte antiproliferatiu de
I’acid el-lagic per la detencio del cicle en la fase G1 en cel-lules de cancer

ovaric, com a consequliencia d’una alteracié de les concentracions de p53,
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Cip1/p21i les ciclines D1 i E, aixi com de proteines proapoptotiques de la

familia Bcl-2 i la caspasa 3 (Chung et al., 2013).

In vivo, la seua interaccid amb la via de la PI3K/Akt, clau per a la
normal transicio G,/M (Foijer et al., 2008), s’ha establert com responsable
d’induir la maquinaria apoptotica en un model de cancer de colon en rates
(Umesalma i Sudhandiran, 2011) i cancer pancreatic huma (Zhao et al.,
2013). En general, l'activacié d’Akt promou la tumorigénesi, el que
incrementa la resisténcia a 'apoptosi i la progressié del cicle cel-lular,
(Chae et al., 2009) i pot induir la maquinaria de dany/reparacié de I’ADN
(Kao et al., 2007). Un dels mecanismes d’accié d’Akt és per mitja de la
fosforilaciod i activacié d’IKK, activant la transcripcid de molts dels gens
diana que exerceixen un paper clau en [I'establiment d’etapes
primerenques i tardanes dels cancers més agressius, com son la ciclina D1,
les proteines Bcl-2 i Bcl-x, i aquelles requerides per a la metastasi i
I’angiogénesi, com les metal-loproteinases de la matriu extracel-lular
(MMPs) i el factor de creixement endotelial vascular (VEGF) (Romashkova i
Makarov, 1999). En aquest sentit, encara que el manteniment de
I’activitat del factor de transcripcid NF-xB és crucial per a la proliferacio
cel-lular normal, una activaci6 addicional estaria involucrada en

I'increment de diversos tipus de cancer (Bharti i Aggarwal, 2002).

D’altra banda, I’activacié d’Akt comporta una activaciéo massiva de la
COX-2, involucrada en la sintesi de PGs i tromboxans, el que implica la
patogenesi de diversos tipus de cancer com el de fetge, pulmd, mama i
especialment de colon (Turini i DuBois, 2002). Com s’ha demostrat
recentment, una inhibicié selectiva de les concentracions de COX-2 per
I’acid el-lagic en un model de cancer pancreatic, possiblement per Ia
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inhibicio de la via PI3K/Akt, redueix la sintesi de PGs, atenuant aixi la

inflamacid i la progressié del procés cancerigen (Zhao et al., 2013).

Per tal que els tumors infiltren als teixits veins es requereix que les
cél-lules tumorals secreten enzims proteolitics com les MMPs, amb un
paper clau en la invasié del tumor. En molts tipus de cancer existeix una
relacio directa entre la senyalitzacido TGF-B/NF-xB i la sobreexpressié de
MMPs (Huber et al., 2004; Fujiwara et al., 2011; Binker et al., 2011; Elahi
et al., 2012). Estudis recents han demostrat I'efectivitat de I'acid el-lagic
en inhibir I'expressi6 de MMPs, en concret la MMP-2 i -9, amb la
conseqlient supressido del desenvolupament dels tumors induits (Vidya

Priyadarsini et al., 2012; Zhao et al., 2013).

En consonancia amb la seua activitat proapoptotica, I'acid el-lagic
també ha demostrat exercir una activitat antitumoral pel seu efecte
antiangiogenic. En condicions d’hipoxia, les cel-lules tumorals
desenvolupen un conjunt coordinat de respostes per tal d’incrementar el
seu suplement sanguini per mitja del factor VEGF. Aixi, la terapia
antiangiogenica s’ha inclos en el tractament de molts tumors solids
(Terme et al., 2012). Estudis recents demostren |'efecte de I'acid el-lagic
sobre el factor VEGF inhibint, bé I'activitat del seu receptor (Wang et al.,
2012a), bé I'expressio d’ambdds tant al teixit tumoral com a les cel-lules
endotelials circulants (Zhao et al., 2013). Préviament, ha estat demostrada
la seua activitat antitumoral per la seua influencia sobre els receptors dels
factors VEGF i de creixement derivat de plaquetes (PDGF) (Labrecque et
al., 2005).
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Per tant, pot establir-se que l'acid el-lagic és capa¢ d’inhibir Ila
proliferacid de les cel-lules tumorals, d’induir apoptosi al teixit tumoral i

d’inhibir la produccié de marcadors d’angiogenesi i apoptosi.
— Paper en la inflamacié intestinal

Un dels principals factors implicats en la resposta inflamatoria
intestinal sén les MAPKs, capaces de regular l'activaci6 de NF-xB
mitjancant multiples mecanismes. En un model in vivo de MC, l'acid
el-lagic va reduir la infiltracié de neutrofils i la sobreexpressio dels enzims
COX2 i iNOS, el que va disminuir la severitat i I'extensié del dany intestinal.
A més, el polifenol també va prevenir "activacié de NF-kB per inhibir la
degradacié del seu inhibidor IkBa, el que va impedir I'activacié de les
MAPKs p38, ERK1/2 i JNK (Rosillo et al., 2011). En un estudi posterior al
mateix model d’inflamacid intestinal, es va demostrar que I'acid el-lagic
era el principal responsable de I'activitat antiinflamatoria d’un extracte de

magrana (Rosillo et al., 2012).

1.L1.5.2.2. Apocinina

L’apocinina  (4-hidroxi-3-metoxi-acetofenona) o acetovanillona
(Figura 11.7A) és un catecol metoxi-substituit, originalment aillat i
identificat de les arrels de Picrorhiza kurroa Royle (Scrophulariaceae), una
planta procedent de les muntanyes de I’'Himalaia molt coneguda en Ia
medicina tradicional India (Ayurvedica) pel seu Us en un gran nombre de
malalties. Com un eficient inhibidor de |'acoblament del complex
enzimatic NADPH oxidasa, una de les fonts endogenes més importants
d’EROs a l'organisme, 'acetofenona ha estat ampliament emprada en
farmacologia experimental per al tractament de malalties en les que la

52



Revistd bibliografica

participacié de les EROs esta ben establerta, com sén les patologies
vasculars, inflamatories i neurodegeneratives (Lafeber et al., 1999; Chian
et al., 2012; Kinkade et al., 2013). En la actualitat, s’accepta que el seu
mecanisme intracel-lular d’inhibicié de la NADPH oxidasa esta relacionat
amb l'acoblament de I'enzim per mitja del bloqueig de la translocacié de
les subunitats citosoliques p47- i p67-phox a la seua subunitat homologa
gp91-phox en la membrana cel-lular de cel-lules fagocitiques (Van den
Worm, 2001a; Barbiere et al., 2004). A més, 'apocinina també ha
demostrat inhibir I'expressio dels components p47-, p67-i gp91-phox (Hur
et al., 2010).

A) o CH3 B) CHs o

o} CHs,
OCHs Q O

Figura Il.7. A) Apocinina i B) diapocinina.

Una important troballa sobre el seu mecanisme d’accid és que actua
com un profarmac que és convertit a un dimer denominat diapocinina
(Figura 11.7B) per mitja de I"oxidacié per la MPO, el que s’ha establert que
és més eficient que I'apocinina (Ximenes et al., 2007), i el que es suggereix
que és el responsable del bloqueig de I'activitat de I'oxidasa (Van den
Worm et al., 2001b). Si bé es creu que la capacitat antioxidant de
I’acetofenona o de la diapocinina és clau per a algun dels seus efectes
biologics, actualment es planteja que aquestes activitats beneficioses
puguen ser independents del seu efecte sobre I'oxidasa. En qualsevol cas,
encara que el seu mecanisme d’accido no esta completament elucidat,

I"apocinina és l'inhibidor de NOX més emprat i és considerada una
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candidata apropiada per a una supressio efectiva de I'estres oxidatiu i la
inflamacio. A més, per la seua baixa toxicitat (LDsy: 9 g/kg), I'apocinina
presenta un alt perfil de seguretat i pot ser perfectament administrada per
via oral, sent ben tolerada pels rosegadors sense afectar negativament la

seua immunitat cel-lular o humoral (Van den Worm, 2001a).

— Activitat antioxidant

L'apocinina  ha demostrat un efecte beneficiés front al
desenvolupament de malalties en les que esta implicat I’estres oxidatiu. El
treball de Connell et al. (2011) déna suport a investigacions préevies que
suggereixen un important efecte neuroprotector de I’'apocinina al reduir la
produccié d’especies reactives, no obstant aix0, el mecanisme pel qual
exerceix aquest efecte és controvertit. D’'una banda, es suggereix que
apocinina és més un antioxidant directe que un inhibidor especific de la
NADPH oxidasa, almenys en cel-lules vasculars o del muscul esquelétic
lliures de MPO (Heumdiiller et al., 2008). De fet, la seua estructura
molecular conté un grup fenol amb potent capacitat captadora de radicals
lliures (Steffen et al., 2008). En canvi, altres autors suggereixen que
I’activitat d’apocinina com inhibidor de I’'acoblament del sistema enzimatic
es limita als leucocits que expressen la peroxidasa, necessaria per tal
d’induir la formacié del dimer (Dodd-O i Pearse, 2000). Petronio et al.
(2013) han manifestat que I'apocinina té una activitat relativament deébil
com captadora de radicals lliures i una elevada capacitat per a captar
especies oxidants no radicalaries, com sén l'acid hipoclorés (HOCI) i el
peroxid d’hidrogen (H,0,). Per tant, aquest fet planteja que la seua
activitat antiradicalaria directa pot no ser la responsable dels seus

multiples efectes farmacologics.
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— Activitat antiinflamatoria

Les dades disponibles fins al moment donen suport al concepte de
que la NADPH oxidasa regula la inflamacié per mitja de la modulacié de
proteines redox sensibles com el NF-kB. En concret, s’"ha demostrat que la
subunitat p47-phox participa en l'activacio del factor de transcripcio per
I’associacio del seu domini DH3 amb la subunitat RelA del factor en
cél-lules endotelials (Gu et al., 2003). A més, diverses cinases proteiques
com la PKC o les MAPKs també estan implicades en la fosforilacid i

activacio de I'oxidasa (EI-Benna et al., 2009).

In vitro, els efectes antiinflamatoris d’apocinina inclouen la reduccié
de I'esclat oxidatiu per neutrofils, de I'adhesié dependent de VCAM-1 de
cel-lules monocitiques a cel-lules endotelials humanes de vena umbilical
estimulades per TNF-a i de la quimiotaxi de granulocits polimorfonuclears
(PMNs) (Stefanska i Pawliczak, 2008). A més, és capag d’inhibir Iactivitat i
la sintesi proteica de COX-2 en monocits humans, per mitja de la inhibicid
de la produccid intracel-lular d’EROs i el quocient glutatié reduit/oxidat
(GSH/GSSG), aixi com per la prevencio de I'activacio del NF-kB (Barbieri et
al., 2004). Tanmateix, I'apocinina modula la resposta inflamatoria per la
reduccio cel-lular de la concentracié de H,0,, el que inhibeix la fosforilacid
i degradacid d’IkBa, IKKa i IKKap, aixi com [l'activacié de la cinasa
inductora de NF-xB (NIK) i la via PI3K/Akt (Kim et al., 2008). La seua
activitat antiinflamatoria també afecta a I'expressio d’iNOS, el que redueix
la concentracié de NO i en conseqlieéncia la produccié de peroxinitrit, la
qual cosa li confereix una important activitat tipus AINE (Hougee et al.,

2006).
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In vivo, I'apocinina inhibeix la translocacié nuclear del factor NF-xB i
modula el sistema immune a través de la inhibicié de I'expressid de
citocines com TNF-a, IL-1B i IFN-y, reduint aixi la migracié de leucocits cap
a I'exsudat inflamatori en animals artritics, el que es correlaciona amb una
significativa reduccid de la sintesi de PGE, al lloc de la inflamacié (Pandey
et al., 2009). A més, ha demostrat ser capa¢ d’atenuar el dany pulmonar
septic per mitja de la reduccio de 'expressié de la molecula d’adhesié de
neutrofils CD31 al liquid de perfusio circulant, i de reduir la concentracio
de MPO, mesurada com un index de migracid de leucocits al teixit
pulmonar (Chian et al., 2012). En aquest sentit, es suggereix que la
inhibicido de la NADPH oxidasa per I'apocinina pot interceptar en una fase
primerenca el desenvolupament del procés inflamatori (Impellizzeri et al.,

2011)
— Paper en la inflamacié intestinal

Fins ara, el paper d’apocinina en el tractament de la MIl ha estat
estudiat en models experimentals de MC. En un model de TNBS en rates,
I’administracié intravenosa d’apocinina va reduir la concentracié d’EROs i
el conseqlient dany tissular, possiblement per la prevencié del flux de
cél-lules inflamatories a la zona del colon afectada (Van den Worm,
2001a). En un altre estudi d’inflamacié a l'intesti prim induit en rates per
administracié de la iodocetamida —un agent bloquejant de grups sulfidril—
I’addicié d’apocinina en 'aigua de beguda va reduir I'extensid i la severitat
del dany a la mucosa del jeju i va donar un resultat histologic proxim a la

normalitat al final del tractament (Rachmilewitz et al., 1997).
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11.1.5.2.3. Rutina

Dins la familia Rutaceae, ampliament emprada en la medicina
tradicional, la planta medicinal més comuna és la Ruta graveolens L.,
coneguda com ruda (Middleton et al., 2000). Entre els seus flavonoides
més actius destaca la rutina (2-[3,4-dihidroxifenil]-5,7-dihidroxi-4-oxo-4H-
cromen-3-(6-0O-[a-L-ramnopiranosil]-B-D-glucopiranosid)) o quercetin 3pB-
D-rutinosid; Figura 11.8), present en moltes espéecies vegetals com el blat
negre, el te, I’herba de Sant Joan (Hypericum perforatum, Hypericaceae) i
fruits i derivats com cebes, pomes i vi (Known et al., 2005). La seua potent
activitat antioxidant (La Casa et al., 2000; Chen et al., 2000; Middleton et
al., 2000) li confereix una amplia varietat d’activitats com antiinflamatoria,
anticancerigena, citoprotectora, antiplaquetaria,  antitrombotica,

vasoprotectora i cardioprotectora (Chua, 2013).

OH

Figura I1.8. Rutina

Diversos estudis han demostrat que la rutina no és absorbida
després de l'administracié oral en humans o en rates, sind que és
hidrolitzada per la flora intestinal per donar lloc a nombrosos metabolits

(quercetina, isoramnetina, tamarixetina i acids fendlics), els quals es creu
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que son els responsables de la seua activitat (Manach et al.,, 1995;

Choudhury et al., 1999; Erlund et al., 2000).

— Activitat antiinflamatoria

S’ha demostrat que la rutina inhibeix in vitro I'expressio de
molecules d’adhesio cel-lular i suprimeix I'adhesié i migracié de monocits.
A més, es suggereix que és capa¢ de modular I'activitat del factor NF-xB
per la supressio de la fosforilacido d’IkBa i de la produccid de mediadors
inflamatoris com TNF-a (Lee et al., 2012). Aixi, la seua activitat
antiinflamatoria in vivo podria ser explicada, almenys en part, per la
inhibicio de la produccid de mediadors inflamatoris clau en la migracio i
activacio de leucocits i macrofags, el que bloqueja el desenvolupament de

la inflamacid cronica (Gao et al., 2013).

— Activitat antioxidant

Els flavonoides amb estructura 3’,4’-catecol i/o 4-oxo junt a 5-OH
promouen una forta inhibicié de l'oxidacié induida per la reaccié de
Fenton, per mitja de la formacié dels complexos de quelacié amb els
cations divalents entre els grups 5-OH i 4-oxo, o bé entre els grups hidroxil
de les posicions 3’, 4 (Wang et al., 2006). La rutina i la seua aglicona
guercetina, son agents quelants molt potents dels metalls de transicid, el
que els confereix una important proteccid front a la peroxidacio lipidica. A
més, la rutina ha demostrat una important activitat com captadora directa
d’EROs, concretament de superoxid, hipoclorit i d’ERN com peroxinitrit

(Russo et al., 2000; Moridani et al., 2003).
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In vitro, la rutina ha demostrat una activitat antioxidant al
augmentar els enzims SOD, GPx i CAT, o la relaci6 GSH/GSSG, aixi com la
inhibicié de la peroxidacio lipidica i la produccié de NO, al disminuir
I’expressié d’iNOS (Wang et al., 2012b; Magalingam et al., 2013). Una
important troballa respecte a la seua activitat antioxidant és la seua
capacitat per a inhibir la xantina oxidasa, un dels principals enzims
productors d’EROs implicats en el dany oxidatiu tissular (Wang et al.,

2012b).
— Paper en la inflamacié intestinal

Al contrari que ocorre amb la quercetina, I'absorcid de rutina esta
limitada al tracte gastrointestinal superior com a consequeéncia de la seua
porcid glicosilada altament hidrofila. Aixi doncs, el seu Us es suposa més
eficac, ja que aconsegueix arribar a l'intesti gros sense cap perdua quimica
o bioquimica significativa. Alli, la rutina perd rapidament la part glicosilada
per accio de la microflora del colon i allibera la seua aglicona quercetina,
la qual és absorbida rapidament per les cél-lules epitelials (Kim et al.,
2005; Rabiskova et al., 2012).

En aquest context, alguns estudis han demostrat I'efecte beneficids
de rutina en el tractament de la MIl. D’'una banda, Cruz et al. (1998)
suggereixen que l'activitat antioxidant de la rutina és la responsable dels
seus efectes antiinflamatoris en el model de colitis induida per TNBS. Kim
et al. (2005) suporten estudis previs sobre el paper protector del
flavonoide al mateix model, fins i tot amb una activitat similar al
profarmac 5-ASA. Els autors suggereixen que la responsable de |'efecte és
la quercetina, que actua en la part de l'intesti gros afectada per mitja de la

seua accio sobre el factor NF-xB induit per TNF-a. No obstant aixo, Kwon
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et al. (2005) van demostrar que és la rutina i no la seua aglicona la
responsable del paper beneficidos en el model de DSS, per mitja de la
modulacid de I'expressio genica proinflamatoria d’IL-1B i IL-6. Els autors
van atribuir a aquesta activitat un efecte antioxidant, atés que la
produccio d’IL-1B és induida en resposta a un estimul oxidant. A més, van
demostrar que la rutina és efectiva en el tractament profilactic i terapeutic

de CU.
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l1l.1. MATERIAL | REACTIUS

111.1.1. APARELLS | MATERIAL DE LABORATORI

Taula lll. 1. Aparells i material de laboratori emprat a I’estudi.

Material L Metodes

Agitador de vortex

IKA® Vortex Genius 3

Agitador magnetic

IKA" RCT Basic

Balancga de precisio (0,0001 g)

Sartorius Stedim Biotech

Bany termostatic amb agitacié

Julabo, SW 20

Bany ultrasonic

Bransonic 5210

Cabina de flux laminar (SCSIE)

Telstar Bio-II-A V6.03

Centrifugues

Eppendorf 5810 R
Mlkro 200, HEttich

Comptador de cél-lules i particules

Z2™ Series COULTER COUNTER®

Cubetes d’electroforesi
i electrotransferéncia

Mini PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad

Espectrofotometre

VictorTM X3 2030 Multilable Reader
Perkin-Elmer

Espectrometre de Masses (SCSIE)

VG Auto Spec Fisons

Espectrometre de Ressonancia
Magnetica Nuclear (SCSIE)

Bruker AC 300 MHz

Estufa termostatica

Selecta

Font d’alimentacié per a electroforesi

EPS-301, Amersham Biosciences

Homogeneitzador

Polytron®, Kinematica

Homogeneitzador ultrasonic

SonifierTM, BRANSON®

Incubador

Hepa Class 00, Termo Electron Corp.

Material fungible de cultius cel-lulars

Nunc, Sarstedt, BD Discardit® Il

Material quirurgic (pinces, estisores)

Fine Science Tools

Micrometre digital

Series 293, Mitutoyo

Microscopis (SCSIE)

Nikon Eclipse TE2000-S
Nikon Eclipse ES800

Pletismometre digital

7150, Ugo Basile

pH-metre Crison micro pH-2001
Eppendorf Research
. " . Labnet, BioPette
Pipetes automatiques de diferents

volums

Multicanal BioPette

Repetidora Bibby Step, Bibby Sterillin

Ltd.

Termociclador

Mastercycler® Personal, Eppendorf
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111.1.2. REACTIUS

Tots els reactius emprats a I'estudi es van adquirir de Sigma-Aldrich

a excepciod dels esmentats a continuacio:

Taula 1ll.2. Reactius emprats a I'estudi adquirits en altres cases comercials diferents a

Sigma-Aldrich.

Anticos anti-AKT (#9272)

Anticos
(#9246)

anti-p-IKBa  (Ser32/Ser36)

Anticos anti-p-AKT (#9171)

Anticos anti-p-STAT3 (Tyr705) (#9145)

Anticos anti-IKBa (#4814)

Encebadors (excepte B-actina)

Tampo fosfat sali (PBS) esteril

Medi Eagle modificat per Dulbecco’s

(DMEM)

Penicil-lina/Estreptomicina

Medi Roswell Park Memorial Institute
(RPMI)-1640

Anticos anti-COX2 (ABS5118)

Anticos anti-p-p38 MAPK

(Thr180/Tyr182) (MABS64)

Anticos anti-iNOS (06-573)

Reactiu de quimioluminiscéncia

Anticos anti-p38 MAPK (506123)

Anticds anti-PARP-1 (SC-1562) |

Anticos anti-STAT3 (SC-482)

Reactius

Casa comercial

Encebador aleatori Roth Hexanucleotide
Random-Primer Mix

Carl Roth GmBh

Encebador Oligo(dT)15 Promega
Encebador B-actina (ratoli) R&D Systems
Coctel d’inhibidors de proteases Roche
Dextranosulfat sodic (DSS) (36-50 kDa) MP Biomedical
Etanol Scharlau
Hidroxid d’amoni (NaOH) Scharlau

Kit d’EIA per a la determinacié de PGE,

Cayman Chemicals

Kit d’ELISA per a la determinacio d’IFN-y, IL-

. , eBioscience

1B, IL-6 i TNF-a de ratoli 105¢!
Kit d’extraccio de proteina citoplasmatica
. Fermentas
i nuclear ProteoJectTM
Kit de transcripcio inversa AffinityScript .

] P ffinityScrip Agilent
MultiTemp
Kit RNeasy® Mini Kit Qiagen

Llet en pols desnatada

Central Lechera Asturiana
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Medi de muntatge aquds Glycergel® Dako

Membrana de PVDF HybondTM-P GE Healthcare
Mescla de desoxiribonucleotids trifosfat Peqlab

(dNTP)

Patré de proteina de pes molecular Bio-Rad

Tampo de carrega desnaturalitzant reductor | Thermo Scientific

111.2. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ANTIINFLAMATORIA IN VIVO

111.2.1. ANIMALS D’EXPERIMENTACIO

S’han fet servir per a l'estudi ratolins femelles de les especies
descrites a continuacid, adquirides de la companyia Harlam Interfauna
Ibérica S.L. (Barcelona, Espafa) de dos mesos d’edat i un pes comprés

entre 18-20 g.

. a
_— Ratolins Balb/C: Es tracta d’una linia de ratoli
comunament emprada en determinats protocols d’inflamacié i
especialment dirigida per a la produccié d’anticossos monoclonals. La
lletra “c” inclosa en el nom indica albinisme. Es van utilitzar a I'estudi per

als assajos de colitis aguda.

®

temperament facilment irritable, és actualment la linia més utilitzada per

Ratolins C57BL/6 o black 6: Amb pelatge fosc i

a ser manipulada geneticament en 'estudi de les malalties humanes, ates

que és la primera que té el genoma seqlienciat. Es van utilitzar a I'estudi

per als assajos de colitis cronica.

Z)



Material L Metodes

(‘j"
A v”-_,—ﬂd)

Ratolins CD-1: Son ratolins albins caracteritzats per un
rapid creixement, una elevada taxa de reproduccid i un comportament
bastant docil, el que fa que siguen de facil manipulacié per a un Us
general, tant en farmacologia, toxicologia, teratologia com en fisiologia. Es
van utilitzar a I'estudi per a 'avaluacié de I'activitat antiinflamatoria dels

compostos en estudi en els models d’inflamacié induida pels agents 13-

acetat de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) i carraguenina.
— Manteniment dels animals d’experimentacio

Després del transport dels animals, un periode minim de dos dies
d’adaptacié és necessari per a I'estabilitzacio de la funcié immunitaria, els
nivells de corticosterona, aixi com d’altres parametres biologics (Small,
1984; Toth i January, 1990). Els animals van ser convenientment allotjats

en gabies de plastic amb un llit adsorbent i atoxic i en un nombre adequat.

Fins a l'inici dels experiments i durant el seu transcurs, els ratolins
van rebre pinso i aigua ad libitum, i es van mantenir en condicions
estandarditzades de temperatura/humitat (22 + 3 °C/60% HR constant) i
cicles de 12 h de llum/obscuritat. El disseny de I'estudi experimental
planteja la distribucié dels animals en gabies a rad de 5 6 6 ratolins per
grup d’estudi, sempre tenint en compte el nombre minim requerit per a

obtenir resultats estadisticament valids.

Tots els protocols van ser aprovats pel Comité Etic de Benestar
Animal (CEBA) de la Universitat de Valéncia (UV) (Annex Ill) (N2 108
A1233134999884, 28-01-2009), seguint la normativa del Reial Decret
1201/2005 actualment reemplacada pel RD53/2013.
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111.2.2. PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS
111.2.2.1. Colitis experimental induida per DSS

Per la seua simplicitat en induir I'aparicid, duracié i severitat de la
inflamacid, el model de colitis ulcerosa induida quimicament per DSS és
I"opcid escollida per a I'estudi de possibles agents antiinflamatoris en el

tractament de la M.
11.2.2.1.1. Preparacio de les dietes

El disseny experimental de I'estudi té la particularitat de que els
ratolins van ser alimentats amb dietes estandaritzades preparades al
laboratori segons el protocol establert per Billerey-Larmonier et al. (2008)
amb algunes modificacions. Aquestes dietes van ser, als grups d’animals
on corresponia, suplementades amb els productes en estudi. Aixi, el pinso
polvoritzat es va mesclar manualment amb els productes fins a I'obtencio
d’'una mescla uniforme. A continuacid, es va addicionar una mescla
d’aigua i agar al 0,2% (p/v), préviament escalfada amb microones, a raé de
0,65 mL per cada gram de pinso a preparar. Com es mostra en la Figura
[11.1, la mescla es va fragmentar i es van amassar xicotetes porcions o
galetes, que es van deixar finalment assecar durant un temps minim de 24
h. Aquestes galetes van ser I'aliment dels animals durant la duracidé dels

diferents experiments.
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Figura lll.1. Procés d’elaboracié del pinso estandard suplementat amb els
productes.

111.2.2.1.2. Model agut de colitis

L’administracié d’una solucié de DSS (36-50 kDa) al 5% (p/v) a
ratolins Balb/C durant 7 dies va reproduir els parametres principals
d’inflamacid intestinal corresponent a la CU humana. L'eleccié del DSS
dins d’aquest rang de pes molecular ha estat motivada arran d’estudis
histoquimics previs que demostren que el DSS de 40 kDa penetra la
membrana de la mucosa intestinal i indueix una colitis severa distribuida

principalment pel terci medi i distal de I'intesti gros (Kitajima et al., 2000).

Els ratolins Balb/C (18-20 g) van ser aleatoriament distribuits en
gabies (n = 5-6). Tots els grups van ser alimentats amb el pinso manipulat
segons s’explica a |'apartat corresponent, la qual cosa va garantir una
dieta equilibrada dels animals, encara que després es suplementara en
cada cas amb els productes en estudi. Els animals del grup blanc o sa van
rebre la dieta estandard i aigua potable/corrent, ambdues sense
suplementar. Els animals del grup control o malalt van rebre la dieta
estandard i aigua suplementada amb DSS al 5% (p/v). Els que van ser
inclosos als diferents grups problema van rebre la dieta estandard
suplementada amb el producte en estudi corresponent en cada cas i aigua

amb DSS al 5%.
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Tot i aix0, dos grups més d’animals es van disposar, d’'una banda,
amb els productes en estudi en absencia de DSS per tal d’estudiar el seu
efecte sobre els animals i a l'intesti. D’altra banda, un tractament de
referéncia amb sulfasalazina, la qual es va administrar diariament per via
oral amb ajuda d’una canula a una dosi de 50 mg/kg dissolta en aigua a

rad de 10 mL/kg.

L’acid el-lagic, apocinina i rutina van ser suplementats a la dieta (2%,
p/p), la qual va ser preparada diariament durant I'experiéncia per a
cadascun dels productes. Després de 7 dies d’ingesta de pinso i beguda ad
libitum, es va substituir el DSS dels biberons per aigua i es van mantenir
els animals fins a I'octau dia. Durant els huit dies, es valorava a cada grup,
la ingestio de pinso i beguda, assegurant-se que no existien diferencies en
guant a les quantitats ingerides, aixi com, en dies alterns, el pes dels
animals. La dosi total de producte ingerida amb el pinso va ser referida a
una dosi equivalent en humans (DEH) segons la férmula basada en el pes

corporal:

es de I'animal (kg) 13
DEH = dosi animal (mg/kg ) x P { g)]

pesd'un huma (kg)

111.2.2.1.3. Model cronic de colitis

El model cronic es va portar a terme en ratolins C57BL/6 per
I’administracié ciclica —7 dies cada cicle— i alterna de DSS a diferents
concentracions. Els ratolins es van distribuir aleatoriament i van ser
tractats com s’indicava. La dieta va ser suplementada amb els productes
en estudi (acid el-lagic, apocinina i rutina al 0,5%, p/v) en cadascun dels
grups d’animals corresponent, deixant lliure accés de pinso i beguda

durant els 56 dies de |'experiencia.
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El model experimental (Figura 111.2) es va iniciar amb dos cicles de
DSS a I'1% (p/v) en I'aigua de beguda, i es va prolongar amb dos cicles més
de DSS al 2% (p/v). Entre ells, es van intercalar cicles d’aigua amb la
pretensié de simular les fases de remissid propies de la cronicitat del curs

clinic de la malaltia.

Sacrifici
1% DSS 2% DSS *
H,0 H,0 H,0 H,0
Lyro | Lymoyd gmey | ho,
0.5% productes
| | | | | | |
0 7 14 21 28 35 42 49 56 dies

Figura l11.2. Esquema d’induccid i tractament de la colitis ulcerosa cronica
per administracio ciclica de DSS.

La dosi final consumida es va referir a humans al igual que en el
model agut (DEH). Els ratolins van ser sacrificats per dislocacio cervical el
dia 57, es va extraure el colon i es va procedir a I'avaluacié del dany
macroscopic, aixi com dels diferents mediadors implicats en el curs de la

malaltia.

111.2.2.1.4. Analisi macro, micromorfologica i bioquimica del colon

— Analisi de dany macroscopic

L’avaluacié del dany macroscopic es va realitzar segons els criteris

proposats per Cooper et al. (1993) i resumits a la Taula lll.3:
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Taula lll.3. Sistema de puntuacio per al calcul de I'index d’activitat de
la malaltia (IAM), corresponent a la mitjana de les puntuacions
obtingudes en cada apartat.

o . Consisténcia
Puntuacié Péerdua de pes

de IAM (%) de les Sang fecal visible
femtes
0 Res
1.5 Normal Normal
5-10
10-20 Soltes Lleuger sagnat
> 20 Diarrea Sang

Una vegada extret el colon, es va rentar amb PBS fred i es va retirar
qualsevol resta d’excrements i greix que poguera quedar adherida a la
superficie. A continuacid, es va estendre sobre paper absorbent i es va
mesurar la longitud des de la zona distal (recte) a la proximal (cec) de
cadascun d’ells. El grau d’edema tissular es va determinar pel quocient
entre la longitud i el pes de l'intesti; aquest ultim va ser mesurat després
d’eliminar el cec de cada mostra. Finalment, les mostres van ser

processades en funcid de I'analisi posterior a qué foren destinades.

— Analisi histologica

Les mostres de colon aleatoriament seleccionades (n=3), es van
obrir longitudinalment de distal a proximal i es van enrotllar en aquest
sentit formant un rotlle amb l'intesti (Figura I11.3), el qual incloia en la part
interna la zona distal, d’especial interes per a I’avaluacio del dany. El rotlle
es va embeure en una solucié tamponada de formaldehid al 4% (v/v) i es
va mantenir un temps minim de 24 h per tal de permetre la completa
fixacio del teixit. Aquestes mostres es van remetre a la seccido de
microscopia electronica del Servei Central de Suport a la Investigacio

Experimental (SCSIE) de la UV, on es van fer els talls histologics i la tincié

amb eosina i hematoxilina.
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L’hematoxilina és un colorant basic que tenyeix de color blau-violat
les estructures acides (nucli, ribosomes, reticle endoplasmatic). L'eosina,
en canvi, és un colorant acid que tenyeix de color rosa-roig les estructures
basiques (la majoria de les proteines citoplasmatiques i mitocondries). En
general, amb aquesta tincié es veuen els nuclis de les cel-lules en blau i el

citoplasma en rosa.

Figura l11.3. Colon processat en forma de rotlle per a I'analisi histologica.

Totes les imatges es van observar amb un microscopi Eclipse ES800
acoblat a una font de llum ultraviolada i a una camera fotografica que
treballa amb el software ACT-1, disponible al servei de cultius cel-lulars del

SCSIE.

— Analisi immunohistoquimica (IHQ)

La técnica IHQ ha estat emprada durant décades en patologia
diagnostica permetent la localitzacié i identificacié immunologica de
proteines al seu medi natural, tant en cel-lules com en teixits. Dita tecnica
esta basada en la reaccié antigen-anticos, la qual pot ser localitzada per
I’ds d’'un marcador (fluorocroms, enzims, ions metal-lics en forma
col-loidal o isotops radioactius). El marcatge pot ser directe o indirecte, en

funcio de la necessitat d’emprar un Unic anticos marcat (técniques
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directes) o un segon anticos capac¢ de reconeixer aquest ultim (técniques

indirectes).

A l'estudi es va emprar la tecnica IHQ enzimatica amb |'Us
d’anticossos primaris policlonals i secundaris lligats a I'enzim peroxidasa
de rave (HRP). Per reaccié de I’enzim amb un substrat cromogen especific,
es va visualitzar la reaccié antigen-anticos per la formacidé d’un precipitat
marro al lloc de la reaccid. Les mostres de colon destinades a I'analisi IHQ
van ser seccionades i preparades pel servei de microscopia electronica
(SCSIE). Cada portaobjectes contenia 6 seccions de teixit (5 pm)
corresponents a cadascuna de les mostres. Es va seguir el seglent

esquema de treball:

1. Desparafinitzacio i rehidratacio:

- Les preparacions es van mantenir 15 min a 56-60 °C i van ser
desparafinades per successius rentats en xile (3 vegades x 15
min) i rehidratades amb solucions d’alcohol de gradacio
progressivament decreixent (alcohol absolut — alcohol 90% —
70%).

- Els portaobjectes es van aclarir amb aigua destil-lada i es van
mantenir embeguts en una solucié salina tamponada amb Tris

0,05 M (TBS).

Cal tenir en compte que la previa fixacié del teixit modifica
I’estructura terciaria de les proteines (antigens), fent-los quasi sempre
dificilment detectables per anticossos especifics, ja que la reaccié antigen—
anticos depen de la conformacié del primer. Aixi, la majoria dels teixits

fixats amb formaldehid requereixen un pas previ a la tincié IHQ:
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2. Desemmascarament de I’antigen (AR) induit per calor:

- Les mostres es van embeure en una solucié 0,01 M de tampd
de citrat sodic (pH 6), previament escalfada fins a ebullicio, i
es van incubar durant 20 min a la maxima potencia en el
microones.

- Es van rentar amb TBS contenint 0,025% de detergent

Tween -20 (TBS-T) (3 vegades x 2 min).

La necessitat d’aquest pas també depén de I'anticos que vaja a ser
emprat; els anticossos policlonals son més propensos per a detectar
antigens que els monoclonals en abséncia d’AR, atés que els primers sén
capacos d’identificar multiples isoformes (epitops) de la proteina diana

(Ramos-Vara, 2005).

Malgrat ser un excel-lent agent permeabilitzant, en aquest cas el
detergent emprat per als rentats no actua com a tal, ja que una vegada els
teixits o cél-lules han estat fixats (formaldehid, acetona, etanol,
congelacid, etc.) ja no poden seleccionar el trafic de molecules
intracel-lular i els anticossos poden facilment travessar les membranes
(Buchwalow i Bocker, 2010). La presencia d’'una xicoteta quantitat de
detergent a la solucié de rentat Unicament redueix la tensié superficial i
permet als reactius cobrir completament la seccio de teixit per mantenir la
mostra humida durant més temps. Es important evitar que les seccions
arriben a assecar-se, ja que aixo0 podria ser causa d’'unid inespecifica de

I’anticos.

3. Blogqueig:

- Les mostres es van embeure en una solucié d’albumina sérica

bovina (BSA) al 2% (p/v) dissolta en TBS-T durant 30 min.
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El bloqueig de les seccions evita possibles unions inespecifiques que
poden estar causades per les interaccions ioniques i hidrofobiques al

teixit.

4. Anticos primari:

- Les seccions van ser incubades amb |'anticos primari, dissolt
en TBS-T a la concentraciéo recomanada pel fabricant, en una
camera humida, i es van mantenir tota la nit a 4 °C. En
cadascun dels portaobjectes es va processar una de les
seccions com a control negatiu amb 'omissié de I'anticos

primari.

5. Bloqueig de I’activitat peroxidasa endogena:

- Es van addicionar a les mostres unes gotes d’una solucié de

H,0, al 3% (v/v) en aigua destil-lada durant 10 min.

Aquest bloqueig es fa indispensable degut a |'Us posterior del
metode de deteccié amb un anticos secundari conjugat amb la HRP, per

tal d’evitar I'aparicié de falsos positius al resultat final.

6. Anticos secundari:

- Es van incubar les preparacions amb I'anticos secundari diluit

1:200 en TBS-T durant 30 min a 37 °C.

7. Reaccié cromogeénica:

- Es van addicionar unes gotes de la solucié del cromogen 3,3’-
diaminobencidina (DAB), preparada préviament segons les
instruccions del fabricant, i es van mantenir durant 10 min o
fins que s’observara el color desitjat.

- Finalment es va rentar amb abundant aigua corrent.
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La DAB actua com un dador d’electrons en la reaccié entre la
peroxidasa i H,0,. Les molécules de DAB oxidades reaccionen entre si

formant polimers insolubles de color marrd obscur que precipiten (Figura

11.4).

HRP + H,0,

v/ HRP-O
-
HoN NH,
H,N NH,
-1e
HNZ C—C NH + HRP-0O+H,0
H,N NH,
1e
+e
- DAB —n =

Figura l11.4. Reaccid colorimeétrica entre HRP i DAB.

8. Contrast amb hematoxilina i muntatge:

- Les preparacions van ser contratenyides amb hematoxilina de
Meyer diluida 1:10 en aigua durant 5 min i es va muntar el
cobreobjectes amb unes gotes de medi de muntatge aquods

que es va deixar assecar a temperatura ambient.
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— Cultiu ex vivo dels explants de colon

De cada grup d’animals, tres mostres de colon van ser destinades al
cultiu ex vivo segons Giner et al. (2011b). Després de retirar el colon es va
rentar amb medi RPMI-1640 contenint serum fetal bovi (SFB) al 2%, i els
antibiotics penicil-lina a I"1% (100 U/mL) i estreptomicina a I'1% (100
ug/mL). A continuacio, el teixit es va tallar en segments entre 1i 2 cm de
llarg i es va incloure cada segment en un pou de la placa de cultiu
contenint medi RPMI-1640 suplementat amb SFB al 10% i antibiotics. Els
explants van ser incubats durant 24 h a 37 °C en un ambient controlat de
CO,.

Transcorregut aquest temps, es va recollir el sobrenedant de
cadascun dels pous i es va pesar cada explant de teixit per poder referir les
dades obtingudes dels sobrenedants amb el corresponent pes de cada
fragment. Les mostres recollides van ser rapidament congelades a -80 °C

fins el seu Us.

11.2.2.2. Inflamacié auricular induida per 13-acetat de 12-O-

tetradecanoilforbol (TPA)

El TPA és la substancia més potent continguda a la mescla d’ésters
de forbol extreta de I'oli de croton (Croton tiglium L., Euphorbiaceae),
conegut per les seues propietats proinflamatories, irritants i promotor de
tumors. Mitjancant una prolongada activacié del receptor de la PKC, el
TPA estimula I'activacié d’una amplia varietat de vies intracel-lulars com
les MAPKs i la fosfolipasa A, (PLA;), el que condueix a I'alliberacié del
factor activador de plaquetes (PAF) i ’'AA (Chun et al., 2003). Aquesta

cascada d’esdeveniments estimula en Jultima instancia la sintesi
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d’eicosanoides inflamatoris com la PGE, i el leucotrié B, (LTB,), mitjancant

els enzims COX i 5-LOX (Gabor, 2000).

El procés inflamatori induit per aplicacid6 topica de TPA es
desencadena inicialment generant vasodilatacid i eritema (1-2 h) i,
posteriorment, extravasacioé i edema (3-4 h), assolint el maxim a les 6-8 h.
Entre les 2 i 6 h s’observa, histologicament, agregacié plaquetaria, i
agregacié i adherencia de neutrofils i eosinofils. A partir de les 6 h
s’observa migracio a la dermis i desgranulaciéo de mastocits. Encara que
I’edema s’ha resolt a les 24 h, la vasodilatacié i I'eritema poden persistir

fins ales 48 h (Young et al. 1983).
111.2.2.2.1. Inflamacié auricular aguda

Els ratolins CD-1 es van distribuir aleatoriament en diferents grups,
a rao de 5i 6 animals per grup. Seguint la tecnica descrita per Hernandez
et al. (2005), 'edema es va induir en 'orella dreta del ratoli per aplicacié
topica de 2,5 pug de TPA dissolt en 20 plL d’acetona, a radé de 10 plL a cada
costat de l'orella. Apocinina i diapocinina es van dissoldre a una
concentraciéo de 100 mg/kg en NaOH 0,1 N, i es va administrar una dosi
Unica via oral 1 h abans de I'aplicacié de TPA amb I'ajuda d’una canula.
Com a farmac de referéncia es va emprar indometacina, administrat per
via oral a una concentracié de 10 mg/kg i dissolt en el vehicle indicat. El

grup control rebia al mateix temps per via oral el vehicle emprat.

Previ a I'aplicacioé topica de TPA (0 h) i 4 h després, es va mesurar
I’espessor de cada orella amb ajuda d’un micrometre digital. La diferencia

d’espessor entre les 0 i les 4 h va proporcionar la magnitud de I'edema
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ocasionat, permetent aixi avaluar I'activitat antiinflamatoria per mitja del
calcul del percentatge d’inhibicié segons la formula seglient:

AEC - AEp
—X
AEC

% Inhibicié = 100

Sent, AEcla mitjana aritmética de l'increment d’espessor de les

orelles en el grup control, i AEpla mitjana aritmética de l'increment

d’espessor en el grup problema.
111.2.2.2.2. Inflamacié auricular cronica

El tractament a llarg termini amb TPA en I'orella del ratoli, indueix
una prolongada resposta inflamatoria caracteritzada per un increment del
pes de l'orella amb hiperplasia epidérmica, junt amb una elevada

infiltracié dermica de cel-lules immunes i angiogenesi.

Per a I'estudi es van utilitzar ratolins femella CD-1 i es va seguir el
protocol descrit per Recio et al. (2000). Els animals van ser aleatoriament
dividits en grups, a rad de 6 animals per grup, i van ser sotmesos a
I’aplicacié topica de 5 dosis de TPA (2 pg/orella en 20 pL d’acetona)

repartides segons representa el segiient esquema:

TPA (2 pg/orella) TPA (2 pg/orella)

|
RN

L11]

Productes

Sacrifici

Figura II.5. Esquema d’induccié i tractament de la inflamacié cronica per

aplicacié repetida de TPA.
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Durant la primera setmana es va induir el procés inflamatori amb
I’aplicacid topica de TPA en dies alterns; la segona setmana es va avaluar
I’efecte antiinflamatori dels productes en estudi i es va perpetuar la lesio

per la continua aplicacié de I'agent irritant.

Apocinina i diapocinina es van dissoldre en una solucié de NaOH 0,1
N a una concentracié de 100 mg/kg. En el mateix vehicle es va dissoldre
dexametasona (5 mg/kg), emprada com a farmac de referéncia. Els
productes es van administrar via oral amb ajuda d’una canula, en una
Unica administracié diaria durant els quatre primers dies de la segona
setmana del tractament. Després de 6 h de I'Gltima administracio, els
animals es van sacrificar per dislocacid cervical i, amb l'ajuda d’un
llevabocins, es van extraure seccions circulars de les orelles de cada
animal i es van pesar per determinar I'edema per diferéncia de pes
respecte al grup control. Els resultats van ser expressats com el
percentatge d’inhibicié de '’edema, segons I'expressio:

APc - APp
— X
Pc

% Inhibicio = 100

Sent:

- APclincrement de pes de les orelles obtingut a partir de la
diferéncia entre la mitjana aritmetica dels pesos de les orelles del
grup control (tractades amb TPA) i la mitjana aritmética dels pesos
de les orelles del grup blanc (tractades amb acetona);

- APplincrement de pes de les orelles obtingut a partir de la
diferencia entre la mitjana aritmetica dels pesos de les orelles del

grup problema (tractades amb TPA i productes en estudi) i la
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mitjana aritmética dels pesos de les orelles del grup blanc (tractades

amb acetona).

Finalment, totes les mostres recollides van ser processades segons

I’analisi posterior a qué es destinaren.
111.2.2.2.3. Analisi histologica

De cada grup d’animals, les orelles de tres ratolins van ser tractades
per a I'analisi histologica. Aquestes mostres van ser obtingudes després
del sacrifici de I'animal mitjancant un tall longitudinal a partir de la base
de l'orella. A continuacio, es van embeure en una solucido tamponada de
formaldehid al 4% i van ser mantingudes a 4 °C almenys durant 24 h. Una
vegada assegurada la fixacid del teixit, les mostres es van remetre a la
seccio de microscopia electronica del SCSIE, on es van realitzar els talls i la

posterior tincid amb eosina i hematoxilina.

Una mostra representativa de les seccions transversals de les orelles
tenyides van ser avaluades segons els parametres generals d’inflamacio
cutania mitjancant el microscopi Eclipse E800, acoblat a una font de llum
ultraviolada i a una camera fotografica que treballa amb el software ACT-

1, disponible al servei de cultius cel-lulars del SCSIE.
111.2.2.3. Edema plantar induit per carraguenina

Estructuralment, els carraguenans son un grup complex de
polisacarids constituits per unitats repetides de galactosa i/o
anhidrogalactosa, sulfatades o no, sent els més importants els designats
amb les lletres gregues k (kappa), A (lambda) i 1 (iota). En concret, la A-

carraguenina és un mucopolisacarid sulfatat extret de I'alga marina
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Chondrus crispus Stackh. (Gigartinaceae), ampliament emprada per
injeccié per tal d’'induir una resposta inflamatoria, degut a la seua baixa

consistencia de gel a temperatura ambient.

La inflamacid induida per A- carraguenina, originalment descrita per
Winter et al. (1962), s’inicia amb la induccid i alliberacié d’histamina,
serotonina i cinines de fase primerenca (0-1 h), aixi com PGs i proteases en
fases tardanes (1-5 h), els quals donen lloc a I'alliberacié de radicals lliures,
encarregats de perpetuar la resposta inflamatoria. EI maxim s’estableix
aproximadament a les 5 h, sent adequades la lectura de la resposta
inflamatoria o edema a tres temps diferents, 1, 3i 5 h des de la injeccié de

I’agent irritant.

A I'estudi es va seguir el model descrit per Recio et al. (2000) per a
I’avaluacié de I'activitat antiinflamatoria d’apocinina i diapocinina als
diferents temps establerts després de la injeccio. Aixi, els productes (100
mg/kg) dissolts en una solucié de NaOH 0,1 N van ser administrats per via
oral amb ajuda d’una canula 1 h abans de la injeccio de carraguenina. Com
a farmac de referéncia es va emprar indometacina (10 mg/kg) dissolta en
el mateix vehicle. Després d’1 h es van injectar 25 uL de carraguenina al
3% dissolta en sérum fisiologic (p/v) en I'aponeurosi plantar dreta. Als
temps d’1, 3 i 5 h després de la induccido del procés inflamatori, es va
mesurar l'increment de volum dels peus de I'lanimal, amb ajuda d’un
pletismometre (veure Figura IIl.6), i 'edema va ser expressat com la

diferéncia entre el volum del peu tractat respecte al no tractat.
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Figura lll.6. Imatge del pletismometre i mesura del volum plantar.

L'activitat antiinflamatoria va ser avaluada pel -calcul del
percentatge d’inhibicié de I'edema induit, segons I'expressié matematica

descrita a I'apartat 111.2.2.2.1.

111.3. DETERMINACIONS BIOQUIMIQUES

Després de I"analisi macroscopica, histologica i
immunohistoquimica, les mostres de teixit obtingudes dels diferents
assajos in vivo van ser destinades al posterior estudi de mediadors
implicats en la malaltia i, per a aix0, van ser sotmeses a diferents

processos de preparacié en funcidé de I'assaig posterior a realitzar.
111.3.1. EN 'HOMOGENEITZAT DE TEIXIT
111.3.1.1. Preparacio de les mostres

Les mostres de colon previament congelades de les zones mitja i
distal van ser posteriorment polvoritzades en un morter refrigerat.
Aquesta técnica disgrega els teixits i facilita el posterior homogeneitzat de
les mostres als diferents tampons. Amb aquesta finalitat, es va incloure la

mostra dins d’un tub Eppendorf en nitrogen liquid per assegurar-se que
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arribava a la temperatura idonia de congelacié per poder mantenir-la
congelada durant el temps del triturat. La mostra es va triturar al morter

amb intensitat i es va arreplegar rapidament per tal de congelar-la de nou.

111.3.1.2. Produccié d’oxid nitric (NO)

El NO i els oxids de nitrogen relacionats son coneguts reguladors
endogens cel-lulars i de la funcid tissular. El NO és un radical lliure amb
una semivida molt curta dins del rang establert entre menys d’1 s en
presencia d’hemoglobina i fins a 30 s. A I'organisme, la major part de NO
és rapidament oxidat a nitrit (NO,") i/o nitrat (NO3~) per |’oxigen, aixi, una
estimacio indirecta de l'index de produccido del gas pot fer-se per la

determinacio de les concentracions dels anions (Viinikka, 1996).

En 1879, Peter Griess va desenvolupar un reactiu format per N-1-
naftil-etilendiamina i sulfanilamida en acid fosforic. Quan aquest reactiu
de Griess reacciona amb I'0xid nitrés (N,0s), generat a partir del nitrit
acidificat (o de I'autooxidacié del NO) (Figura 111.7), es forma un cromofor
de grups azo de color purpura que pot ser mesurat
espectrofotometricament a 540 nm; aquesta mesura es una estimacid

guantitativa i segura del NO produit in vivo.
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Y

N0, +
HO3S NH, HO,S N,

Sulfanilamina Sal de diazoni

O NH(CH,),NH,

Y N-(1-naftil)-etilendiamina

HO3S©—N:N O NH(CH ,),NH,

Cromofor diazo

Figura lll.7. Reaccié de Griess

El sobrenedant obtingut del cultiu ex vivo dels explants de colon
(veure apartat 111.2.2.1.4.), va ser destinat a la posterior determinacio de la
secrecié de NO al teixit. Per aix0, es van fer reaccionar 100 pL del reactiu
de Griess amb una quantitat equivalent de sobrenedant recollit i es va
incubar uns 20 min a 37 °C. A continuacio, es va observar un canvi de color
progressiu, I'absorbancia del qual es va llegir a 540 nm. La concentracio de
NO es va calcular a partir d’'una corba patré d’un estandard de nitrit sodic

(NaNO,).
111.3.1.3. Infiltracio leucocitaria

L’enzim MPOQO és la proteina més abundant localitzada als lisosomes,
en els granuls atzurofils dels neutrodfils. Es I'Gnica peroxidasa existent

encarregada de catalitzar la conversié de H,0, i clorur a HOCI. Aixi, com
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un mecanisme de defensa, s’Tha demostrat un increment significatiu de
I'activitat de I'enzim en processos patologics i malalties caracteritzades

per un elevat estres oxidatiu (Baldus et al., 2003; Stamp et al., 2012).

Per |la seua localitzacié cel-lular, existeix una relacié directa entre la
seua activitat i el nombre de neutrofils infiltrats al teixit inflamat, cosa per
la qual la seua activitat es pot emprar com un index de migracio
leucocitaria i per tant, d’estres oxidatiu. Aixi doncs, |‘activitat MPO es
determina en les mostres de colon i orelles dels animals després de la
induccio dels processos inflamatoris aguts, segons el protocol basat en el
metode establert per Suzuki et al. (1983), i modificat per De Young et al.
(1989).

Una mostra del teixit polvoritzat del colon (15-20 mg) o una mostra
d’orella completa, van ser homogeneitzades amb [I'ajuda d’un
homogeneitzador Polytron” en tampd fosfat sodic 0,08 M (pH 5,4)
suplementat amb bromur d’hexadeciltetrametilamoni al 0,5%. A
continuacio, es van centrifugar a 11.300xg durant 20 min a 4 °C i el

sobrenedant es va recollir i es va conservar a -80 °C fins al seu Us.
— Assaig

Inicialment, 30 pL del sobrenedant van ser addicionats a cada pou
en la microplaca. Junt a la mostra es van addicionar successivament 100
uL de PBS, 85 L de tampd fosfat sodic 0,22 M (pH 5,4) i 15 uL de H,0, al
0,017%. A continuacio es van afegir 20 pulL de clorhidrat de
tetrametilbencidina (TMB) 1,84 mM en solucid aquosa de
dimetilformamida al 8%, com un substrat colorimetric de I'enzim MPO. Es

va deixar reaccionar a 37 °C durant 3 min i es va detenir la reaccio per
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I’addicié6 de 30 pL de tampd acetat sodic (pH 3) en un bany de gel.
L’activitat enzimatica va ser determinada colorimétricament mesurant

I’absorbancia a 630 nm.

El percentatge d’inhibicid de I'activitat MPO dels productes en
estudi es va calcular segons I'expressio:
... Ac—Ap
% Inhibicié = ————

Ac

Sent, Ac la mitjana aritmética dels valors d’absorbancia del grup control i

Ap la mitjana aritmética dels valors d’absorbancia del grup problema.
111.3.1.4. Produccio de prostaglandina E, (PGE,)

En resposta a un estimul inflamatori, la PGE, es sintetitza de novo a
partir del metabolisme de I'AA i per accié de les ciclooxigenases. La
guantitat de PGE, present en ’lhomogeneitzat de la mucosa del colon dels
ratolins es va mesurar amb un kit comercial (Prostaglandin E, EIA kit-
Monoclonal) basat en la conversié dels metabolits derivats de la PGE, en
derivats estables que poden ser facilment detectables i quantificables per

enzimoimmunoassaig (EIA).

Previament, es va purificar la PGE, a partir del teixit animal per

extraccio en fase solida seguint el seglient esquema:

— Es va homogeneitzar una mostra del teixit polvoritzat (15-20
mg) en 1 mL de tampd fosfat 0,1 M (pH 7,4), contenint acid
etilendiaminotetraacétic (EDTA) 1 mM i indometacina 10 uM
amb ajuda del sonicador. La mescla es va mantenir durant 5

min a temperatura ambient.
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— Després d’afegir un volum igual d’acetona a cada mostra es
van centrifugar a 1.500xg durant 10 min a 4 °C. A continuacio,
I’acetona es va evaporar emprant nitrogen gasos.

— Es van acidificar les mostres fins un pH de 3,5 afegint un
volum suficient d’acetat sodic 50 mM (pH 3,6).

— Esvan activar les columnes C18 Sep Pak cartridge eluint 5 mL
de metanol i, a continuacid, aigua ultrapura per evitar que els
cartutxos s’assecaren.

— Es van fer passar les mostres a través de columnes i, després
de rentar amb aigua i 5 mL d’hexa, I'eluat es va arreplegar
amb acetat d’etil contenint un 1% de metanol (v/v), el qual es
va evaporar posteriorment amb nitrogen gasos.

— El residu sec es va arreplegar amb 500 pL del tampd d’assaig
proporcionat pel kit.

— Assaig

Una dilucié 1:100 de cada mostra va ser incubada en una placa de
96 pous. Durant aquest temps es produeix una competicié entre la PGE,
continguda en les mostres problema i la PGE,-acetilcolinesterasa (PGE,
marcada) —proporcionada pel kit— per una quantitat limitada de I'anticos
monoclonal anti-PGE,. Després de [I'addici6 del substrat de
I’acetilcolinesterasa (reactiu d’Ellman), s’origina una coloracié groguenca
com a resultat de la reaccid enzimatica, I'absorbancia de la qual es va
mesurar a 412 nm. La intensitat d’aquesta coloracié és inversament
proporcional a la quantitat de PGE, lliure present a la mostra problema. Els

valors d’absorbancia van ser extrapolats a una recta patrd realitzada a
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partir de concentracions conegudes de PGE, i la quantitat de PGE,

calculada es va referir al pes de teixit inicial emprat per a I’assaig.

111.3.1.5. Produccio de citocines

Les citocines sén proteines secretades per les cel-lules i, tant com
proinflamatories com antiinflamatories, son les principals reguladores de
la resposta immune local del teixit. Aixi doncs, la quantificacié de citocines
als teixits permet, d’una banda, avaluar el seu paper local en la salut i,
d’altra banda, avaluar ['eficacia terapeutica local de farmacs

immunomoduladors.

— Extraccio

Sovint, en mostres tissulars d’animals, es requereix I'ds d’un procés
mecanic per a la disrupcid de la complexa matriu extracel-lular. Una
disrupcido que sol anar precedida d’un procés quimic de lisi cel-lular
emprant una solucié tamponada suplementada amb detergents i dirigida
a enriquir la proteina d’interes en I'extracte final. L’estructura quimica dels
detergents permet trencar les membranes cel-lulars i solubilitzar les
proteines.

Les mostres de colon ja han patit préviament un procés de disrupcid
mecanica amb la polvoritzacié. A continuacio, aquest es complementa
amb I’"homogeneitzacié de la mostra en una solucié tamponada contenint
diferents detergents en funcio de I'origen de la proteina buscada.

Per a lI'extraccié de citocines es segueix el model establert per
Matalka et al. (2005). Inicialment, una mostra del teixit de colon
polvoritzat (15-20 mg) es va homogeneitzar en PBS (dilucidé 1:5) contenint

el detergent no ionic Igepal CA-630 al 0,1%. Per cada 10 mL de la solucié
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d’extraccid es va addicionar un comprimit del coctel comercial d’inhibidors
de proteases (Complete”).

Despres de I’homogeneitzacié de les mostres amb un sonicador, es
van mantenir en agitacidé a 4 °C durant un periode minim de 45 min i es
van centrifugar a maxima velocitat durant 10 min. Al sobrenedant
obtingut es va determinar el rendiment del procés extractiu per mitja de la
tecnica colorimetrica de Bradford (1976), emprant un patré de BSA. El
colorant Blau Brillant de Coomassie G-250, contingut al reactiu de
Bradford, reacciona amb les proteines presents en la mostra i genera
canvis d’intensitat de coloracié que poden ser mesurats entre 495 i 595
nm. Després d’afegir el reactiu a cada mostra (dilucié 1:25, v/v), es va
deixar un periode d’incubacid i es va determinar |'absorbancia a 595 nm,
gue va ser interpolada en la recta estandard de BSA per tal de determinar

la concentracioé de proteines presents en cada mostra.
— Assaig

La técnica d’ELISA o assaig per immunoabsorcid lligat a enzim es
fonamenta en la deteccié d’un antigen immobilitzat sobre una fase solida
per mitja d’anticossos que, directa o indirectament, generen una reaccio i
al seu torn un producte, que pot ser mesurat espectrofotometricament.
Entre les diferents variants de la tecnica s’inclouen els metodes directes o
assajos simples de dos cares, els indirectes i els de tipus sandwich o de

captura d’antigen i deteccio per immunocomplexos.

A |'estudi, es van quantificar citocines presents a les mostres de
teixit de colon per la tecnica d’ELISA de tipus sandwich amb kits especifics

Ready-Set-Go!®, segons el seglient esquema de treball:
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1. Adsorcidé de I’anticos de captura

Es va incubar la placa de 96 pous (Corning® Costar’ 9018)
amb |'anticos de captura durant tota la nit a 4 °C i es va

rentar amb PBS contenint Tween-20 al 0,05%.

2. Blogqueig

La placa es va incubar 1 h en una solucié d’assaig
subministrada pel fabricant, constituida per serum bovi

dissolt en PBS.

3. Preparacidiincubacioé de les mostres

El sobrenedant obtingut a partir de I’"homogeneitzat del
teixit en tampd d’extraccié es va diluir en funcid de Ia
citocina a estudiar.

Després de rentar els pous es van addicionar 50 pL de
mostra diluida per triplicat i es va incubar la placa amb una
recta patrd a partir d’'un estandard subministrat pel kit. El
temps d’incubacié de les mostres va estar influenciat per la

citocina a avaluar.

4. Deteccio

Es va addicionar I"anticos de deteccié conjugat amb biotina
durant 1 h a temperatura ambient.

Després d’un rentat es va addicionar la solucié d’HRP-
avidina durant 30 min.

Després d’un rentat més intens es va addicionar TMB, el
substrat cromogenic de la peroxidasa, que s’oxida durant
un periode maxim de 15 min i origina un producte blavos

gue torna el medi del mateix color.
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- A continuacio, la detencid de la reaccié amb acid sulfuric
(H,SO4) 2 N induia un canvi en la coloracid cap a groc, que
va ser quantificat a 450 nm. A aquests valors
d’absorbancies se’ls van restar els valors de la lectura a 570
nm, amb la finalitat d’evitar possibles interferencies al

medi.

111.3.1.6. Quantificacido de I'expressio proteica per electroforesi i

Western Blot

La tecnica de Western blot, descrita por primera vegada per Towbin
et al. en 1979, és ampliament emprada per a la deteccid i identificacio de
proteines especifiques en una mostra biologica. Aquesta especificitat
s’aconsegueix amb |"ds d’un anticos que reconeix i s'uneix a un epitop
especific de la proteina d’interés. Aquesta tecnica consta de les seglients

fases:
— Extraccio i solubilitzacié de les proteines

Una mostra del teixit del colon polvoritzat es va dissoldre en un
tampé de lisi A (diluci6 1:15, p/v) (acid 4-[2-hidroxietil]-1-
piperazinetanosulfonic [HEPES] 10 mM pH 7,8, KCl 10 mM, MgCl, 1,5 mM,
ditiotreitol [DTT] 0,5 mM, EDTA 0,1 mM pH 8, fluorur de metilsulfoni
[PMSF] 0,5 mM, NaF 20 mM, Na,VO, 1 mM, 1 pg/mL d’aprotinina,
leupeptina i pepstatina A) i va ser suplementat amb una mescla comercial
d’inhibidors de proteases a rad d’'un comprimit cada 10 mL de solucié
tampd. Les mostres d’orelles, per la seua mida, es van emprar senceres
per a I'extraccid proteica, Unicament realitzant un pas previ de disrupcio

mecanica del teixit amb un Polytron’.
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Les mostres es van homogeneitzar per ultrasons mantenint-les en
gel en tot moment. A continuacid, es va addicionar el detergent no idnic
Igepal CA-630 (0,5%, v/v) i es va incubar en gel durant 45 min amb agitacid
suau. Després d’aquest temps es van centrifugar (10 min/4 °C/2.700xg) i

el sobrenedant amb la fraccid citosolica es va conservar a -80 °C.

El precipitat resultant es va processar per a I'obtencid de la fraccio
nuclear. Es va suspendre en 250 pL de tampd de lisi B (HEPES 50 mM, KClI
50 mM, NaCl 300 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM, glicerol al 10%, pH 7,8) i
es va incubar en gel 1 h amb agitacio suau. Finalment es va centrifugar (15
min/ 4 °C/ 20.800xg) i el sobrenedant amb la fraccio proteica nuclear es va

conservar a -80 °C fins al seu Us.

La proteina purificada al sobrenedant d’ambdues fraccions es va
quantificar per la técnica de Bradford (veure apartat I11.3.1.5), i es va

referir la quantitat de proteina al pes de teixit emprat.
— Electroforesi

L’electroforesi és una tecnica que implica la separacié de particules
carregades per migraci6 en un camp electric.c Un dels metodes
d’electroforesi més emprat per a proteines és el que utilitza gels de
poliacrilamida. Aquests gels sén el resultat de la polimeritzacié quimica
d’una mescla d’acrilamida i bisacrilamida. Controlant la concentracio de la
mescla s’obtenen gels de diferent grau de porositat i, per tant, diferents
intervals de separacio de proteines. Aixi, la tecnica d’electroforesi vertical
en gel de poliacrilamida (PAGE) permet sotmetre les proteines a
condicions desnaturalitzats per mitja d’un agent reductor com DTT o -

mercaptoetanol, el qual trenca els enllagos intra- i intermoleculars de la
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proteina fent-la perdre la seua estructura secundaria i terciaria. Com a
conseqliencia, el dodecilsulfat sodic (SDS) pot cobrir les proteines en
proporcié constant i fer que quede la carrega emmascarada per les
multiples molécules de SDS, fet que torna la seua carrega neta negativa i
afavoreix la seua migracié cap a I’electrode positiu, la qual cosa determina

la taxa de migracio en funcid del pes molecular.

A l'estudi es va emprar la tecnica SDS-PAGE en condicions
desnaturalitzats i de reduccié. Inicialment es va preparar la mostra en un
tampo de carrega contenint SDS en presencia de I'agent reductor DTT o B-

mercaptoetanol.
— Immunotransferéncia

La immunotransferéncia (immunoblotting o western blot) es la
transferencia de les proteines a una membrana o suport solid que les
immobilitza per tal de facilitar la unid de l'anticos. Es van utilitzar
membranes de poli(fluorur de vinilideé) (PVDF) amb una gran capacitat
d’unir biomolecules. Al ser membranes de caracter hidrofug requereixen
un pas previ “d’activacio” per incubacié d’uns pocs segons en metanol. Es
van transferir les proteines a la membrana per electrotransferencia
humida, emprant un tampd amb Tris, glicina i metanol al 20% i on

s’embeuen el gel i la membrana muntats com es mostra a continuacio:

Paper de filtre

FEEE R
{I Gel

Membrana

Paper de filtre

Figura lll.8. Esquema de muntatge del gel i la membrana
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La membrana té una gran afinitat per les proteines, el que ofereix
un important avantatge alhora de realitzar la transferencia. No obstant
aixo, cal tenir en compte, que els processos posteriors impliquen la
incubacié amb anticossos (que també sdn proteines). Per tal d’evitar
possibles unions inespecifiques de I'anticos i impedir el risc associat de
tenir un elevat background o falsos positius, es bloqueja la membrana
incubant-la en solucions de proteines, com la llet descremada en pols o la
BSA. L'Us de la llet descremada és més rendible que el de BSA, en canvi,
degut a la presencia de biotina en les fosfoproteines de la llet, I'Us de BSA
és fa necessaria per a anticossos fosfoespecifics o metodes de deteccid de

biotina.

— Immunodeteccio

A continuacio, el sistema de revelat que detecta de forma especifica
les proteines sobre la membrana, és el sistema d'immunodeteccio
indirecta. Un anticos primari reconeix una xicoteta sequéncia
d’aminoacids (epitop) de la proteina d’interes, la qual ha quedat exposada
després d’eliminar I'estructura tridimensional en les condicions
anteriorment descrites, i el seglient anticos (secundari) s’uneix al primari.
L’anticos secundari esta normalment conjugat amb I'enzim HRP, que
catalitza I'oxidacié de luminol en preséencia de H,0, i déna 3-aminoftalat
en estat excitat, el qual al passar a un estat de energia menor, emet fotons
gue son captats pel sistema de captura digital d’imatges LAS 3000 mini
(Fujifilm), i posteriorment quantificats per analisi densitométrica. La
densitat optica calculada per a cada proteina es va comparar amb la

corresponent al control de carrega emprat, bé B-actina, bé poli (ADP-
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ribosa) polimerasa (PARP-1), bé gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa
(GAPDH).

— Assaig
Preparacio de la mostra:

20-40 ug proteina + tampo de carrega (Thermo Scientist) (1:5)
Condicions: 99 °C/ 5 min

Electroforesi: ' COMPOSICIO GELS
Gel compactador Gel separador
Catode _| \ (5% acrilamida) (10% acrilamida)
Tampo delectroforesi Solucié
L I
L T i T T H Gel compactador acrilamida/bis-acrilamida o Sl
1M Tris Base pH 6,8 250 uL 2,5mL
___ Cristalls
SDS al 10% 20ulL 100 uL
Anode
_1 14 ___ Gelseparador Persulfat amonic al 10% 20 uL 100 pL
|\
= TEMED
-l 2l 4L
Ml. | (Tetrametilendiamina) a b
Aigua (c.s.p.) 2mL 10mL
Condicions Tampé d’electroforesi vertical 10x
electroforesi: e 30,3g
200 V
400 mA Glicina 144,08
40 min SDS 10,0g
Aigua (c.s.p.) 1L
I Activacié de la membrana:
Esponja
Paper defiltre Metanol (10”)
Membrana PVDF
Gel
Paper defiltre . ,
Esponja Aljlja ®)
Tamp6 de transferéncia 4 °C
Condicions — Trisbase 30,3g
Immunotransferéncia:
4°C Glicina 144,0g
: 100 V Aigua (c.s.p.) 1L
. B P tampddet éncia 1 irmetanol al 20%
o i . X i
Bio-Ra — 120 min er a preparar tampd de transferencia 1xafegirmetanol al 20%
Bloqueig: '
Condicions: 2 h/temperatura ambient
Solucions de bloqueig:
- Llet desnatada al 6% (p/v) diluida en tampd PBS-Tween al 0,1% (v/v), o
- BSA al 3% (p/v) diluida en PBS-Tween (per a anticossos primaris

fosfoespecifics).
' Rentats PBS-Tween (3x5 min)
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Anticos primari (Taula l11.2.):
Condicions: - concentracid establida pel fabricant per a cada anticos
- dissolt en llet desnatada al 3% (p/v) en PBS-Tween, o
BSA al 1,5% (p/v) en PBS-Tween (per a anticossos primaris
fosfoespecifics).

' - 2 h/temperatura ambient o tota |a nit/4 °C.

Rentats PBS-Tween (3x5 min)

Anticos secundari o Ig G marcat amb HRP (Taula lIl.2.):
Condicions: - concentracié 1:12000
- dissolt en llet desnatada al 5% (p/v) en PBS-Tween, o
BSA al 1,5% (p/v) en PBS-Tween (per a anticossos primaris
fosfoespecifics).
- 1 h/temperatura ambient

' Rentats PBS-Tween (3x5 min)

Revelat: Reaccid de quimioluminiscéncia Anticds Ag@f;
rimari 7
- solucio de H,0, i luminol ’« Z\ " wo SN,

(Immobilon™ Western HRP Substrate). ’— | @io: L),
ol . Anticos secundari i
Condicions: 5 min en contacte amb la membrana. / unitaperoxidasa  Ma O Reacid

quimioluminiscent

Figura lll.9. Esquema del protocol de deteccié de proteines per Western blot

111.3.1.7. Quantificaciéo de I'’expressio genica per retrotranscripcio i

reaccidé en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

La técnica de reaccié en cadena de la polimerasa (PCR), concebuda
per primera vegada per Kary Mullis (1986), és ampliament emprada en
I’actualitat per a sintetitzar i amplificar, in vitro, sequéncies especifiques
de nucleotids dels quals, sols un xicotet nombre de copies, estan presents
en una mostra biologica determinada. Emprant aquesta técnica junt amb
I’assaig de transcripcid inversa o retrotranscripcié (RT) —aquesta ultima
permet la conversid d’una sequtiencia d’ARN determinada en el seu ADN
complementari (ADNc)— es pot detectar la preséncia d’un transcrit

particular en una mostra d’ARN préviament processada.

A I'estudi, es va emprar la técnica citada per a la determinacié de
I’expressio genica de citocines proinflamatories a la mucosa del colon dels

animals inclosos en 'estudi de CU.
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— Extraccio d’ARN total

Les mostres de colon destinades a I'extracci6 d’ARN van ser
previament polvoritzades en un morter, sempre intentant mantenir la
temperatura de congelacid per tal d’assegurar la completa integritat de
I’ARN al teixit. A continuacid, es va homogeneitzar la mostra (20-30 mg) en
tampod RLT (RNeasy® Mini kit) contenint 10 uL/mL de B-mercaptoetanol,
fent passar la mescla a través d’agulles de diferents calibres per tal de
reduir la viscositat dels lisats. Una incompleta homogeneitzacié dona lloc a
una ineficient extraccido de ’ARN a la membrana de la columna RNeasy
spin (subministrada pel fabricant) el que resulta en un reduit rendiment de
la tecnica. Per tant, una lisi i homogeneitzacio eficient del material d’inici
€s un requisit absolut per tal de continuar amb el procés de purificacio de

I’ARN total.

A continuacio, es va procedir segons les indicacions del fabricant,
afegint etanol, necessari per a la selectiva unié de I’ARN a la membrana, i
realitzant successius passos de rentat i centrifugacio, fent passar la mostra
a través de la columna per tal d’eliminar possibles contaminants que
pogueren interferir al procés. L'eluat final es va recollir en aigua lliure
d’ARNases i en una dilucié 1:250 es va determinar la concentracié d’ARN
mesurant l'absorbancia a 260 nm en un espectrofotometre
Biophotometer®, tenint en compte que 1 unitat d’absorbancia a esta
longitud d’ona correspon a 40 ug d’ARN per mL. Es pot coneixer, a més, la
puresa de I’ARN obtingut estimant el quocient entre els valors
d’absorbancia a 260 i 280 nm; un valor proxim a 1,6-2 és indicatiu de la

tinenca d’'un ARN d’una puresa acceptable. En tot moment, els
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experiments es van realitzar en condicions lliures d’ARNases i I’ARN

purificat es va congelar a -80 °C fins el seu Us.

Lisar, homogeneitzar ~ Unid de 'ARN total
i afegir etanol ala membrana

&

4

éﬁ

4

it i

xicotet volum
dela columna RNeasy

Figura 111.10. Esquema representatiu del procés d’obtencié d’ARN total a

partir d’'una mostra de teixit (Quiagen").

— Transcripcid inversa o retrotranscripcio (RT)

L’ARN extret de les mostres de teixit va ser transformat en ADNc per

RT. Es va mesurar un volum de mostra que contenia entre 0,5i 1 ug d’ARN

i es va iniciar la sintesi d’ADN afegint una mescla dels seglients

encebadors:

500 ng d’encebador Oligo(dT);s: conté nucleotids dT i

hibrida amb la cadena complementaria de nucleotids dA
presents a I'extrem de les molecules d’ARNm (cola poli A).

125 ng d’encebador hexameéric aleatori (Roth

Hexanucleotide Random Primer Mix): conté totes les

possibles combinacions de nucleotids dA, dG, dC i dT, i
s’hibrida a la seqliencia complementaria corresponent en

I’ARN cel-lular.

Per tal que els encebadors s’hibriden amb la cadena d’ARNm i

engeguen la transcripcio, es requereix un increment de la temperatura
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fins a 65 °C durant 5 min. A continuacio, es van addicionar els components
del sistema AffinityScript Multiple Temperature Reverse Transcriptase fins

un volum final de 6 uL per mostra:

- Tampod Affinity Script RT contenint Tris-HCI 50 mM (pH 8,3),
KClI 75 mM i MgCl, 3 mM.

- DTT 10 mM.

- 300 U de Transcriptasa inversa del virus de la leucemia
murina de Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus
reverse Transcriptase, M-MLV RT).

- 1 mM de cada deoxinucleosid trifosfat (ANTP) continguts al

preparat dNTP mix.

El manteniment d’una temperatura de 42 °C durant 1 h va permetre
iniciar la sintesi d’ADNc després de I'activacio de la transcriptasa inversa. A
continuacio, I'augment de la temperatura fins a 73 °C durant 15 min va

interrompre 'accié de I'enzim per desnaturalitzacio.
— Reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)

Per a la determinacid de I'expressid genica per PCR es van seguir les
instruccions del sistema RedTag®ReadyMix"'PCR Reaction Mix, consistent
en una serie de cicles de tres reaccions successives cada cicle (Figura
[.11):

1. Desnaturalitzacié: L’ADN diana s’incuba a temperatura

elevada (94 °C), el que permet la separacio de les cadenes,
que queden accessibles a la hibridacio dels encebadors.

2. Etapa d’hibridaci6 o alineament: Amb una menor

temperatura (55 — 65 °C) es permet la hibridacid
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—,,, .
[ —— e

ADN de doble
cadena

especifica de la cadena senzilla amb I'oligonucleotid
encebador.

Etapa d’extensio o elongacido de I'encebador: A 72 °C es

produeix la replicacié de la cadena senzilla per una Tag
ADN polimerasa a partir de 'oligonucleotid encebador. Es
va emprar, a l'estudi, una polimerasa estable al calor, la
qual s’estén eficientment amb aquesta temperatura i no
es veu afectada per lelevada temperatura de la

desnaturalitzacio.

Escalfar pera +ADNpolimerasa | Gintesi d’ADN

Hibridacié dels +dATP .
separar les . +dGTP a partir dels
N cadenes primers pisal primers
5 C—
—— — e — ) UL
PAS 1 PAS 2 PAS 3

Figura Ill.11. Reaccié en cadena de la polimerasa, evidenciant els tres

passos senzills de la metodologia.

Les reaccions es van ajustar a un volum de 25 pl incloent:

1 uL d’ADNc

12,5 L de REDTaq" ReadyMix™ PCR Reaction Mix: TrisHCI
20 mM (pH 8,3), KCI 100 mM, MgCl, 3 mM, gelatina al
0,002%, mescla dNTP 0,4 mM, estabilitzadors i 0,06 U/ulL
de Tag ADN polimerasa

encebadors complementaris (0,5 uM) (Taula 111.4)

aigua

En presencia de la polimerasa i dels quatre dNTPs precursors de

I’ADN (dATP, dCTP, dGTP i dTTP), els encebadors inicien la sintesi de noves

cadenes d’ADNc a la cadena d’ADN individual del segment d’ADN diana.
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L’ADNCc es va amplificar fent Us del termociclador, programant el tempsi la

temperatura de cadascuna de les fases:

activacio de la polimerasa (95 °C-10 min)

desnaturalitzacié de la doble cadena (95 °C-1 min)

hibridacio dels encebadors (55 °C)

extensio de la cadena (72 °C-1 min).

Per a tots els encebadors emprats, el programa PCR requeria 30
cicles d’amplificacid, excepte per a B-actina, que requeria 33.
Taula ll1.4. Descripcié dels encebadors assajats.

Nom del gen Seqiiéncia (5’-3’)
ATGCTGGTGACAACCACGGCC

IL-6 GGCATAACGCACTAGGTTTGCCGA
TNE AGCCCACGT CGTAGCAAACCAC
o TAGACGTGCCCGGACT CCGC

IL-18 GCTGGAGAGTGTGGATCCCAAGCA
AGCGACCTGTCTTGGCCGAGG
TCGCGGTCTTGGGAGCCTCA

VCAM-1 TGACCGTGACCGGCTTCCCA

e GCAGAGCAAGAGAGGCATCC
CTGTGGTGGTGAAGCTGTAG

— Electroforesi en gel d’agarosa

Entre 10-20 pL dels productes amplificats van ser examinats per
electroforesi horitzontal en gel d’agarosa a I'1% contenint bromur d’etidi
com a colorant fluorescent (0,1%, v/v) en tampd d’electroforesi TAE 1X
(Tris-acetat 40 mM pH 8,0, EDTA 1 mM), a 100 V durant 30 min. Les
bandes fluorescents van ser Vvisualitzades per transil-luminacio
(transil-luminador LAS 3000 mini). La imatge del gel va ser obtinguda amb
el sistema de camera digital del transil-luminador i es va analitzar pel

programa associat Multi-Gauge v2.0.
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111.3.2. EN MOSTRES PLASMATIQUES
111.3.2.1. Obtencid de la mostra de sang

Abans de sacrificar els ratolins procedents de les experiencies de CU
aguda es va procedir amb I'extraccid d’'una mostra de sang per puncié
cardiaca practicada al ratoli anestesiat amb isoflura per via inhalatoria.
L'isoflura és un agent anestesic que actua en pocs minuts induint una

depressid cardiorespiratoria en I'animal.
111.3.2.2. Determinacio de la produccio de citocines

Per a la determinacié de la produccié de la citocina proinflamatoria
TNF-a al sérum aillat de la sang dels animals, es va emprar la técnica

d’ELISA tipus sandwich amb kits especifics d’ELISA, Ready-Set-Go!®.

Per a I'aillament del serum, les mostres sanguinies van ser sotmeses
a una centrifugacié de 1500xg durant 5 min a 4 °C. A continuacio, es van
emprar 100 pL de serum i es va procedir amb la técnica d’ELISA segons es

descriu a 'apartat Ill. 3.1.5.

I11.4. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ANTIINFLAMATORIA IN VITRO

111.4.1. CULTIU DE MACROFAGS RAW 264.7

Per a I'estudi, es va emprar la linia cel-lular de macrofags RAW 264.7
adquirida de la Col-lecci6 Europea de Cultius Cel-lulars (European
Collection of Cell Cultures, ECACC, Salisbury, GB) i proporcionada per la
unitat de cultius cel-lulars del SCSIE. Es tracta de cel-lules derivades d’un
tumor desenvolupat en un ratoli Balb/C inoculat amb el virus de la

leucemia Abelson (A-MulLV) (Figura [11.12).
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Figura lll.12. Macrofags RAW 264.7 (www.lgcstandards-atcc.org).

Els cultius de macrofags RAW 264.7 es van expandir i es van
mantenir en medi DMEM GlutaMAX™ (1 g/L glucosa) suplementat amb
10% de SFB i 1% d’antibiotics (100 U/mL penicil-lina i 100 pg/mL
estreptomicina). Les cél-lules van ser sempre incubades sota condicions
controlades a l'incubador cel-lular a una temperatura de 37 °C i una
atmosfera d’aire humidificat amb un contingut del 5% en CO,. Cada 2-3
dies, o quan s’observava una subconfluéencia cel-lular del 70-80% al flascé
de cultiu, s€’ls canviava el medi de forma mecanica amb I'ajuda d’un
raspador; en aquest punt, les cel-lules seguien cultivant-se, per successius
subcultius en proporcié 1:3 o 1:6, o es recol-lectaven i es sembraven en
una placa de 24 o 96 pous a rad de 7x10° i 3x10° cél-lules/mL,

respectivament, en funcio dels seglients experiments a realitzar.
111.4.1.1. Tractaments

En funcid de la solubilitat del compost a assajar (apocinina,
diapocinina i rutina), es van preparar dissolucions mare en DMSO o una
mescla DMSO/PBS a concentracions entre 50 i 100 mM. Sempre tenint en
compte que la concentracio final de DMSO mai superara el 0,4% al medi
de cultiu. Les concentracions finals assajades van ser de 100 i 400 pM.
Amb la finalitat d’avaluar I'efecte antioxidant i/o antiinflamatori dels

compostos en estudi, es va emprar com estimul cel-lular LPS, una
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endotoxina que, per mitja d’una potent activacio dels macrofags, indueix
la produccié de mediadors implicats en la cascada inflamatoria, com sén

els productes intermedis de I'oxigen i del nitrogen, les PGs i les citocines.

El pla de treball va seguir sempre un mateix esquema:

— Es van sembrar les cel-lules en medi DMEM suplementat amb
SFB al 10% i antibiotics.

— Després de 24 h d’incubacio (37 °C i 5% atmosfera de CO,), es
va substituir el medi per medi DMEM suplement amb SFB al
0,5% i antibiotics, i es van afegir els compostos en estudi a la
concentracio desitjada.

— Després d’1 h es van estimular les cél-lules amb LPS (1
ug/mL), a excepcid dels pous considerats com el grup blanc.

— Esvan incubar en atmosfera controlada.

Tots els experiments portats a terme van estar constituits pels
seglients grups cel-lulars:

- grup blanc: no rebia cap estimul ni tractament

- grup control: tan sols rebia I’estimul LPS

- grup vehicle: rebia I'estimul LPS junt amb la concentracid
maxima de vehicle emprat a I'estudi.

- grups problema: rebia el tractament amb els productes en
estudi i I’estimul LPS.

111.4.1.2. Assaig de proliferacid i citotoxicitat
Per tal d’avaluar el possible efecte citotoxic dels compostos en
estudi sobre la linia cel-lular emprada, es va fer us del metode colorimetric

desenvolupat per Mosmann (1983) i fonamentat en la determinacié de la

funcionalitat mitocondrial de les cel-lules tractades.
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En presencia de I'’enzim mitocondrial succinat-deshidrogenasa es
produeix la reduccié metabolica del bromur de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazoli (MTT) produint-se el corresponent formaza, un
compost insoluble en aigua i de color blau, la concentracié del qual pot ser
quantificada espectrofotometricament, sent aquesta directament

proporcional al nombre de cel-lules metabolicament actives (Figura 111.13).

Br’

—N

N/ Nt S CHs Q
+N
" \<\ / Succinil-  NHN
N deshidrogenasas \
CH;

MTT

s
N
Formaza (blau) A=490

Figura ll1.13. Imatge representativa de |'assaig de proliferacié i citotoxicitat
per MTT.

Les cel-lules van ser sembrades en plagues de 96 pous a rad de
3x10> cél-lules/mL i tractades amb apocinina, diapocinina i rutina a
diferents concentracions. Després de 24 h, es va substituir el medi per 100
uL d’una solucié de MTT (0,5 mg/mL PBS) i es va incubar la placa a 37 °C
fins que s’observaren els cristalls blaus del formaza. A continuacio, es va
substituir el sobrenedant per 100 uL de DMSO, per a dissoldre els cristalls,

i es va mesurar I’absorbancia a 490 nm.

El percentatge de viabilitat cel-lular es va determinar utilitzant la

seglient formula:

R Ap
% Viabilitat cel-lular = Ac %100
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Sent, Ap la mitjana aritmética dels valors d’absorbancia
corresponents al problema, i Ac la mitjana aritmética dels valors

d’absorbancia del grup control.
111.4.1.3. Determinacions bioquimiques
111.4.1.3.1. Produccié de NO

D’acord amb l'esquema descrit a I'apartat 111.4.1.1., els macrofags
van ser tractats amb apocinina, diapocinina i rutina en un rang de
concentracions i, 1 h després, van ser estimulats amb LPS (1 pg/mL).
Després de 24 h d’incubacid es van fer reaccionar 100 pyL del medi de
cultiu amb un mateix volum de reactiu de Griess. Després de 10 min es va
determinar espectrofotometricament I'absorbancia a 540 nm, que va ser

interpolada en la recta estandard de nitrit sodic.
111.4.1.3.2. Produccio de PGE,

La quantitat de PGE, produida pels macrofags en presencia o
abséncia de diapocinina va ser mesurada fent Us del kit comercial

Prostaglandin E, EIA kit-Monoclonal.

El medi de cultiu procedent dels macrofags tractats segons
'esquema de [I'apartat [ll.4.1.1. amb diapocinina a diferents
concentracions (50 i 100 uM) va ser recollit després de 24 h d’estimulacié
amb LPS. A continuacio, una dilucié 1:10 de cada mostra en tampd
d’assaig proporcionat pel kit va ser emprat per a portar a terme la técnica

(veure apartat 111.3.1.4.).
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111.4.1.3.3. Formacio intracel-lular d’EROs

Les EROs son generades a I'organisme de forma controlada, exercint
un paper critic en I'eliminacié de microorganismes i en les funcions de
senyalitzaci6 com a reguladors de cel-lules immunes reactives i
moduladores de processos d’apoptosi. No obstant aixd, wuna
sobreproducci6 d’EROs o una insuficient activitat de les defenses
antioxidants poden tenir efectes perjudicials causant dany de molécules

essencials com lipids, proteines o ADN.

Per tal d’avaluar I'activitat antioxidant dels productes en estudi, es
va valorar I'efecte sobre la produccid intracel-lular d’EROs en macrofags,
segons descriuen Burk et al.(2009) amb algunes modificacions, per mitja
del marcador diacetat de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA). Aquest
colorant és un compost no polar estable que difon rapidament a l'interior
cel-lular (Figura 111.14), on els grups acetat sén eliminats per accid de les
esterases i donen lloc al compost polar i sense fluorescéncia la 2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), la qual és retinguda a 'interior cel-lular.
El H,O, intracel-lular i altres peroxids de baix pes molecular, en presencia
de peroxidases, oxiden la DCFH a un compost de major fluorescencia, la
2',7'-diclorofluoresceina (DCF). D’aquesta manera, la intensitat de Ia
fluoresceéncia és proporcional a la quantitat de peroxids produits per les

cel-lules.

Les cél-lules van ser sembrades en plaques de 24 pous a rad de
7x10° cél-lules/mL i es va procedir segons I'esquema descrit (veure apartat
[11.4.1.1.). Després de tractar-les amb els compostos a diferents
concentracions (100 i 400 uM) i estimular amb LPS (1 pg/mL), es van
incubar durant 24 h a 37 °C. Després de rentar amb medi DMEM al 0,5%
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SFB i es van afegir 500 pL de DCFH-DA 20 pM dissolt al mateix medi i
preparat a partir d’'una dilucié mare de DCFH-DA 5 mM en DMSO. Després
de 25 min d’incubacio es va realitzar un rentat amb PBS i es va mesurar la
intensitat de fluorescéncia al medi a les longituds d’ona de 530 nm (Acmissic)

i 485 nm ()\excitacié)-

530 nm

HO. 0. OH \
LK, a0
Cl H Cl Citocrom c peroxidasa
@ COOH Fe?*

DCFH

485 nm

Figura lll.14. Mecanisme d’accié de DCFH-DA

111.4.1.3.4. Produccio de citocines

El sobrenedant del cultiu de macrofags tractats amb apocinina,
diapocinina i rutina a diferents concentracions (100 i 400 uM), segons
s'indica previament (veure apartat 111.4.1.1), es va emprar per a la

determinacid de citocines inflamatories.

Després de 24 h d’incubacié amb LPS, el sobrenedant es va diluir en
funcid de la citocina a determinar i es va emprar la técnica d’ELISA per

quantificar les diverses citocines al medi cel-lular (apartat 111.3.1.5.)
111.4.1.3.5. Quantificacio de I’expressid proteica per Western blot

L’analisi de I'expressid proteica en macrofags RAW 264.7 es va
realitzar per Western blot emprant la tecnica SDS-PAGE descrita a
I'apartat 111.3.1.6. Préviament, es van sembrar les cél-lules a rad d’1x10°

cél-lules/mL en plaques de 6 pous (1,5 mL per pou) i es van tractar amb els
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productes en estudi (apocinina, diapocinina i rutina) a les concentracions

de 100 i 400 uM segons s’explica a I'apartat 111.4.1.1.

Després de diferents temps d’incubacié amb I'estimul, en funcio de
la proteina que es volgués determinar (Taula 1ll.5), les cel-lules es van
recollir en 1,5 mL de PBS amb I'ajuda d’un raspador, es van centrifugar a
250xg durant 5 min a 4 °C i es van processar per a |'extraccié proteica,

segons es tractara de proteina total o citosolica i nuclear per separat.

Taula lILL5. Temps d’estimul cel-lular segons la
proteina a determinar.

Proteina a determinar Temps d’estimul
COX-2 24 h
iNOS 24 h
p65 1h
IkBa/ p-1kBa 30 min

— Extraccio proteica

Per a l'obtencid de proteina total, el pellet obtingut de la
centrifugacié del medi de cultiu es va suspendre en 100 pL de tampd
Laemmli (Tris 1 M [pH 6.8], SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, glicerol al
10%, blau de bromofenol 4%) i es va homogeneitzar per ultrasons en 5
cicles de 10 s. Finalment, es va portar a ebullicio 5 min i es va centrifugar a

velocitat maxima durant 15 min a 4 °C.

Per a 'obtencid de les fraccions citosolica i nuclear es va emprar el
kit ProteoJET™ Cytoplasmic and nuclear Protein Extraction seguint les
instruccions del fabricant. El pellet de cél-lules contingudes en PBS es va
suspendre en 80 uL de Cell lysis buffer proporcionat al kit, préviament
suplementat amb DTT 1 mM, un coctel comercial d’inhibidors de
proteases (Complete®), NaF 25 mM i Na,VO, 2 mM. Després de romandre
en gel durant 10 min, es van centrifugar les mostres (500xg/7 min/4 °C)
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per a I'obtencié de la fraccid citoplasmatica continguda al sobrenedant
recollit. La fraccid nuclear es va obtenir a continuacid dissolvent de nou el
pellet en Nuclei Washing buffer (proporcionat en el kit) suplementat de la
mateixa forma que l'anterior tampd esmentat. El sobrenedant obtingut
després de la centrifugacié (500xg/7 min/4 °C) es va eliminar i el pellet es
va suspendre en Nuclei storage buffer (proporcionat en el kit) suplementat
de la mateixa forma. Finalment, es va afegir un volum 1:10 de Nuclei lysis
reagent i es va mantenir en agitacido durant 15 min a 4 °C. El producte
resultant es correspon amb la fraccié nuclear. Ambdues fraccions es van

conservar a -80 °C fins al seu Us.

111.5. ANALISI ESTADISTICA

Per a I'analisi estadistica es va emprar el paquet estadistic GraphPad
Prism® (GraphPad Software, Inc.). Els resultats van ser expressats com la
mitjana aritmética dels valors + error estandard (E.E.M.) per a les diferents
determinacions obtingudes de les n mostres. La valoracié estadistica de
I’efecte dels tractaments es va realitzar per I'analisi de variancia (ANOVA)
d’una o dos vies seguit dels tests post hoc de la t de Dunnett o el test de
Bonferroni, respectivament, per a comparacions multiples.

Un valor de p<0,05 va permetre rebutjar la hipotesi nul-la d’igualtat
entre els valors comparats, i per tant considerar les diferéncies obtingudes
com a estadisticament significatives. La seglient simbologia emprada a
I’estudi representa la significacio estadistica donada per un analisi ANOVA

seguida del test de la t de Dunnett o el test de Bonferroni:

- respecte al grup control: *p<0,5; **p<0,01; ***p<0,001.
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IV.1. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ANTIINFLAMATORIA IN VIVO

Previ a l'inici de les experiéncies in vivo es van plantejar diferents
alternatives respecte a la via d’administracié dels productes en estudi. Per
la seua aproximacioé al que ocorre amb la ingesta habitual d’aquests tipus
de compostos, I"'administracio per via enteral va ser I'opciod escollida, on es
produeix I'absorcié de substancies de forma natural a I'intesti. Dins de la
via enteral, es va poder comprovar que els animals sofrien una situacié
estressant amb I'administracié forcada per mitja d’una canula, la qual cosa
podia empitjorar la malaltia. Per contra, es va observar que la
suplementacidé dels productes en estudi en l'aliment no suposava cap

inconvenient alhora de la ingesta per part de I'animal.

Aixi, es va portar a terme una primera experiencia on els animals
van ser destinats a I'avaluacié de I'efecte dels productes sense tractament
amb DSS. Després de 7 dies de lliure ingesta d’aliment suplementat amb
acid el-lagic, apocinina o rutina (2%) i aigua, els animals no van mostrar
cap signe d’agreujament respecte al grup blanc, alimentat amb el pinso
sense suplementar, com es va poder observar amb el control diari del pes
dels animals i de la ingesta d’aigua i pinso. A més, I'estudi macroscopic del
colon va evidenciar que el tractament tampoc suposava cap efecte a nivell
intestinal que poguera influenciar en I'evolucié de la malaltia (Taula IV.1).
Amb aco, es va concloure que els productes en si no alteraven o induien

cap efecte danyds als animals.
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Taula 1V.1. Efecte d’acid ellagic, apocinina i rutina
suplementats en la dieta (2%) sobre la longitud del colon en
ratolins Balb/C. ns: no significativament diferent del grup blanc
(t de Dunnett, n = 6-8).

Grup Longitud del colon + E.E.M. (cm)
Blanc 9,8+0,8
Acid el-lagic 9,3+0,3™
Apocinina 9,4+0,1™
Rutina 9,4+0,4"™

IV.1.1. COLITIS ULCEROSA AGUDA INDUIDA PER DSS

Durant el transcurs de cadascuna de les experiéncies de colitis, es va
comprovar que la ingesta d’aigua i beguda dels animals inclosos a I'estudi
no diferia entre els grups. D’una banda, en el model de CU agut, va
resultar un consum mitja diari d’'uns 7 mL d’aigua amb DSS per ratoli, el
gue es corresponia amb una ingesta diaria d’uns 350 mg de DSS per ratoli.
D’altra banda, amb la quantitat total de pinso ingerit, va resultar una dosi
mitjana consumida dels productes en estudi d’uns 4,24 g/kg/d (4,25, 4,12,
4,34 g/kg/d d’acid el-lagic, apocinina i rutina, respectivament), la qual
equival a una dosi en humans d’'uns 300 mg/kg/d aproximadament,

segons la formula de DEH descrita a I'apartat 111.2.2.1.2.

IV.1.1.1. Estudi de parametres clinics: index d’activitat de la

malaltia (IAM)

En el model agut de CU, I'exposicio dels ratolins a DSS va induir els
signes clinics caracteristics de la malaltia. Un prominent signe és una
reduccidé gradual del pes inicial de I'animal. A partir del quart dia d’iniciat
el tractament amb DSS, al grup control es feia evident una marcada
reduccié del pes corporal respecte al grup blanc de I'estudi, aconseguint
un 18% de pérdua després de huit dies de tractament. Comparat amb el

grup colitic, la suplementacid de la dieta amb un 2% d’apocinina va
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evidenciar una significativa reduccié d’aquesta perdua de pes al finalitzar
I’estudi (13%), la qual va ser similar a la del grup de referéncia tractat amb
sulfasalazina a la dosi de 50 mg/kg/d (11%). Als grups d’acid el-lagic i
rutina la perdua de pes va ser similar a la del grup control, amb un 15% i

un 17% de perdua, respectivament (Taula IV.2).

Taula IV.2. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A), i rutina (R) sobre la
perdua de pes en ratolins amb colitis ulcerosa aguda induida per DSS.
Sulfasalazina (S) com a farmac de referéncia. **p<0,01, ***p<0,001,
significativament diferent del grup control (Bonferroni, n =6-8).

Grup Evolucio del pes dels animals + E.E.M. (g)

Dia 0 Dia 4 Dia 8
Blanc 18,93+0,12 19,20+ 0,03 18,67 £ 0,10
Control (DSS) 18,34+ 0,09 17,45+0,17 14,87 £ 0,16
DSS+ S 18,65+ 0,22 17,18 £ 0,38 16,65+ 0,57***
DSS+ E 18,26 +0,19 18,89 +0,16*** 14,93 +0,36
DSS+ A 18,22 £ 0,16 18,04 £ 0,15 15,76 £ 0,16**
DSS+ R 17,97 £ 0,25 17,66 £ 0,16 14,91 +£0,14

Un altre signe caracteristic del model experimental, i que es va
evidenciar al grup control aproximadament a mitja experiéncia, va ser
I'aparici6 d’'un enrogiment cutani a la zona perianal, el qual
s’acompanyava d’unes femtes amb una consistencia blana i preséncia de
sang fecal (Taula IV.3). En ocasions, amb I"agreujament de la malaltia, els

animals més afectats mostraven signes de prolapse rectal.

En canvi, els grups tractats amb productes van mostrar una millora
en la consistencia de les femtes i un alleujament de la produccio de femtes
sagnants respecte al control, el que va resultar en un descens del valor de
I"lAM, significatiu tan sols als grups tractats amb apocinina i rutina (Figura

IV.1).
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Taula IV.3. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R), sobre I'index d’activitat de la
malaltia (IAM). Sulfasalazina (S) com a farmac de referéncia. *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001: significativament diferent del grup control (Bonferroni, n =6-8).

. Consisténcia de . PUNTUACIO
Pérdua de pes Sang visible
Grup +EEM. les femtes +EEM. TOTAL
+ E.E.M. + E.E.M.
Control (DSS) 3,50+0,22 2,83+0,17 3,00+0,21 3,16 £ 0,07
DSS+ S 2,30 £ 0,29* 1,15 + 0,25** 1,65 +0,25* 1,94 +0,19*
DSS+ E 2,86+0,51 2,29+0,29 1,86 £ 0,34* 2,33+0,28
DSS+ A 2,00 £ 0,29%** 1,22 £0,15%** 1,44 £0,18*** 1,56 +0,15***
DSS + R 3,29+0,17 1,29 +0,17*** 1,86 +0,24* 2,14 +0,13*
Hl Control (DSS)
@O DSS+S
DSS + E
4 DSS + A
ik 8 DSS +R

Unitats arbitraries
N

=
Pérdua de pes Consisténcia de les femtes Sang visible PUNTUACIO TOTAL

Figura IV.1. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R), sobre I'index
d’activitat de la malaltia (IAM). En acabar I'experiéncia, es va avaluar I'lAM als
diferents grups i es va assignar el valor 0 al grup blanc. Sulfasalazina (S) com a
farmac de referencia. *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001: vs grup control (Bonferroni,
n = 6-8).

IV.1.1.2. Analisi de dany macroscopic

Amb la instauracié de la colitis, 'examen macroscopic de les
mostres de colon del grup control després de set dies d’iniciat el
tractament amb DSS va mostrar un engrossiment de la paret intestinal i
una reduccié de la longitud del colon. El tractament concomitant amb un
2% d’apocinina o rutina va alleujar de forma significativa aquestes
manifestacions, induint una reduccié en la relacié pes/longitud —que es
correlaciona amb el grau d’inflamacid intestinal— de I'ordre del tractament

de referéncia amb sulfasalazina (50 mg/kg/d) (Taula IV.4). La
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suplementacié amb un 2% d’acid el-lagic en la dieta va induir una reduccié

d’aquest parametre que no va resultar significativa (Figura 1V.2).

Taula IV.4. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina
(R) sobre la relacié pes/longitud del colon en el model de
colitis ulcerosa aguda induida per DSS. Sulfasalazina (S)
com a farmac de referencia. *p<0,05, **p<0,01:
significativament diferent del grup control (t de Dunnett,

n = 6-8).
Grup Pes/longitud del colon  E.E.M.
(mg/cm)
Blanc 25,09 +1,02
Control (DSS) 37,61+1,84
DSS+ S 29,32 £2,88**
DSS + E 33,28 +1,24
DSS+ A 32,02 £0,78*
DSS + R 30,05 + 1,25**
50
. 1 Blanc
> 0] B Control (DSS)
. £ [ DSS+S
5531 _ S DSS + E
® £ 201 ] DSS + A
s~ ] Em DSS + R
g 104 e B
a P
0- el B

Figura 1V.2. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R), sobre la relacié
pes/longitud del colon. Les dades s’expressen com la mitjana aritmeética de la
relacié pes /longitud del colon + E.E.M (mg/cm). Sulfasalazina (S) com a farmac de
referéncia. La imatge és representativa de la longitud del colon d’un animal de
cada grup. *p<0,05, **p<0,01: vs grup control (t de Dunnett, n = 6-8).

119



Resultots

IV.1.1.3. Analisi histologica

L’analisi al microscopi de les mostres de colon dels animals del grup
control, va revelar profunds canvis histologics respecte al grup blanc. En
condicions fisiologiques, la mucosa del colon esta constituida per un
epiteli i wunes criptes amb abundants cel-lules caliciformes i
mucopolisacarids (Figura 1V.3a). Els animals que van rebre DSS
experimentaren una perdua de les criptes, ulceracions a I'epiteli de la
mucosa i infiltrats inflamatoris que s’estenien cap a la mucosa i les capes

musculars (Figura IV.3b).

Amb concordanca amb les dades macroscopiques, a diferencia del
grup tractat amb acid el-lagic (Figura IV.3c), on la recuperacié no es feia
evident, I'analisi histologica del teixit del colon procedent d’animals
tractats amb un 2% d’apocinina (Figura 1V.3d) o rutina (Figura IV.3e) en la
dieta, evidenciava una recuperacid del procés inflamatori. En el cas
d’apocinina, les seccions van mostrar una important recuperacio del dany
amb un infiltrat inflamatori de caracter focal, sense apreciacié d’ulceracié
de I'epiteli. Les criptes es van observar dilatades i amb hiperplasia de les
cel-lules basals, aquest ultim fet reflectint el marcat procés regeneratiu

que afecta a I'epiteli.
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Figura IV.3. Seccions del colon tenyides amb hematoxilina-eosina. a) Grup blanc
amb una disposicié normal de I'arquitectura del colon. b) Grup colitic per DSS i
grups colitics tractats amb c) acid el-lagic (E), d) apocinina (A) i e) rutina (R).
S’assenyalen a les imatges la mucosa (M), la lamina propria (LP), la muscular de la
mucosa (MM) i la submucosa (SM), aixi com I'epiteli (1), les criptes (2), les cél-lules
caliciformes (3), I'erosié de la lamina propria i desaparici6 de la membrana
mucosa (4), infiltracié massiva al llarg de la paret intestinal (5), infiltrat cel-lular
greu en la lamina propria i submucosa (6), hiperplasia de les criptes (7) i abundant
presencia de cél-lules caliciformes (8). Augment x200.
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IV.1.1.4. Estudi bioquimic

IV.1.1.4.1. Activitat MPO

Tant en la MIl humana com en els models experimentals de colitis,
es produeix un fenomen d’infiltracié de neutrofils periferics al teixit
intestinal. L’activitat MPO intestinal mostra una elevada correlacié amb la
presencia d’infiltrat de granulocits en les fases més agudes de la colitis
experimental induida per DSS. Aixi, el desenvolupament de la colitis es va
associar amb un marcat augment de I'activitat de I'enzim (Taula IV.5). En
canvi, la disminucid de la infiltracié cel-lular observada a I’estudi histologic
dels grups tractats amb un 2% d’apocinina o rutina, es va veure reflectida
pel descens de I'activitat MPO, assolint la significacid estadistica tan sols al
grup d’apocinina, amb un 47% de reduccié respecte al control. Al grup
tractat amb un 2% d’acid el-lagic, l'activitat MPO es va mantenir
incrementada en un nivell semblant al del grup control (Figura IV.4), en

concordanca amb les imatges histologiques.

Taula IV.5. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina
(R) sobre I'activitat mieloperoxidasa (MPO) en el model de
colitis ulcerosa aguda induida per DSS. *p<0,05:
significativament diferent del control (t de Dunnett, n = 6-8).

Grup MPO * E.E.M. (U/g teixit)
Blanc 4,45 +0,33
Control (DSS) 25,12 +1,43

DSS + E 26,47 + 2,64

DSS+ A 16,70+ 1,01*
DSS+ R 20,62 + 2,85
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Figura IV.4. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre I'activitat
mieloperoxidasa (MPO). Els valors s’expressen com la mitjana de I'activitat
enzimatica i es normalitzen respecte al pes de teixit £+ E.E.M. (U/g teixit). *p<0,05
vs grup control (t de Dunnett, n = 6-8).

IV.1.1.4.2. Produccio de mediadors inflamatoris

Per tal de determinar I'efecte dels principis actius en la produccié

dels principals mediadors implicats en la patogénesi de la CU, es va

mesurar la produccio local de citocines inflamatories a la mucosa del colon

i al serum aillat de les mostres de sang després de 7 dies de tractament

amb DSS.

El procés inflamatori a la mucosa va estar associat amb un augment

d’IL-1B, IL-6, TNF-a i IFN-y (Taula IV.6). En canvi, el tractament amb un 2%

d’acid el-lagic, apocinina o rutina, va suposar una reduccio en la produccié

d’aquests mediadors (Figura IV.5)

Taula 1V.6. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) en la produccié de citocines
inflamatories en el model de colitis ulcerosa aguda induida per DSS. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001: significativament diferent del grup control (t de Dunnett, n = 6).

Grup IL-1B IL-6 TNF-a IFN-y
pg/mg pg/mg pg/mg pg/mg

proteina % | proteina % | proteina % | proteina % |
+ E.E.M. + E.E.M. + E.E.M. + E.E.M.

Blanc 63,3+2,6 - 50,1+2,3 - 69,6 +0,9 - 21,9+0,3 -

Control (DSS) 151,8+5,9 - 108,9 £ 8,0 — 156,8 £ 9,8 - 55,8+ 6,6 -

DSS + E 135,2+7,8 19 70,9 £12,8* 65 118,4+9,7 44 26,6 £ 2,0%** 86

DSS + A 119,8 £6,3 36 65,5 + 8,5** 74 88,6 £ 26,2* 78 30,0 £ 3,8%** 76

DSS +R 121,8+16,0 34 73,8 £9,9* 60 71,8 £ 17,4%* 97 9,1+0,2%** 100
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Blanc
Control (DSS)
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DSS + E
2]

DSS + A
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Pg/mg proteina + E.E.M.
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Figura IV.5. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre la produccié
d’IL-1B, IL-6, TNF-at i IFN-y al colon. Les grafiques de barres representen la mitjana
dels pg de citocines normalitzats respecte als mg de proteina (E.E.M.).
Significativament diferent del grup control: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (t de
Dunnett; n = 6).

De la mateixa manera, l'administraci6 de DSS va suposar un
increment de la concentracié serica de TNF-a (Taula IV.7). En canvi, en
comparacié amb el grup control, aquest efecte va ser significativament
revertit després de I'administracio dels productes en estudi, amb un 96,
74 1 82% d’inhibicié per a I'acid el-lagic, apocinina i rutina, respectivament

(Figura IV.6).

Taula IV.7. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina
(R) sobre la concentracid sérica de TNF-a en el model de
colitis ulcerosa aguda induida per DSS. **p<0,01,
***p<0,001: significativament diferent del grup control (t
de Dunnett; n = 6-8)

Grup TNF-a £ E.E.M. (pg/mL)
Blanc 10,18 + 1,28
Control (DSS) 56,86 + 3,50
DSS+ E 11,89 +0,76***
DSS+ A 22,14 £ 6,33**
DSS+ R 18,41 +0,71**
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Figura IV.6. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre la
concentracié serica de TNF-a. Els valors corresponen a la mitjana de la
concentracio sérica de TNF-a + E.E.M. (pg/mL). Significativament diferent del grup

control: ¥*p<0,01, ***p<0,001 (t de Dunnett; n = 6-8).

Per tal d’obtenir una major comprensido del mecanisme molecular

implicat en 'efecte preventiu d’apocinina i rutina sobre l'increment en la

produccid de citocines, es van mesurar per RT-PCR, I'expressié genica d’IL-

1B, IL-6 i TNF-a, al teixit colonic. Els animals tractats amb DSS van mostrar

un marcat augment d’ARNm d’aquestes citocines sobre els valors basals,

mentre que als grups tractats amb un 2% d’apocinina o rutina es va

observar una reduccio en la seua expressio (Figura IV.7a-c).

A més, el desenvolupament de la colitis es va associar amb un

marcat augment en 'expressié de VCAM-1 al colon, quan es va comparar

respecte al grup blanc. En canvi, el tractament amb un 2% d’apocinina i

rutina va reduir significativament la seua expressio genica (Figura IV.7d).
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Figura IV.7. Efecte d’apocinina (A) i rutina (R) sobre I’expressié génica d’IL-1p (a),
TNF-a (b), IL-6 (c) i VCAM-1 (d) al colon. Les grafiques de barres representen les
dades derivades de I'analisi densitometrica de totes les imatges; els panells a peu
de grafica mostren una imatge representativa. La intensitat de I'expressié relativa
(%) es calcula amb un software d’imatge considerant el grup control amb un 100%
d’expressio. Els valors es normalitzen respecte a B-actina. Significativament
diferent del grup control: *p<0,05, ***p<0,001 (t de Dunnett; n = 6).
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IV.1.1.4.3. Expressio proteica de COX-2 i iNOS, i produccié de NO i
PGE,

La concentracié de PGE, en un estat d’inflamacié ve determinada
majoritariament per I'enzim COX-2. Després de I'administracié de DSS, la
concentracid de PGE, es va incrementar al grup control respecte al blanc
(Taula IV.8), mentre que tan sols les dietes suplementades amb un 2%
d’apocinina o rutina van contrarestar significativament aquest augment,

amb un 32i 33% d’inhibicio, respectivament (Figura 1V.8a).

Tanmateix, el model de DSS es caracteritza per una concentracié de
NO elevada, induida per I’enzim iNOS. A I'estudi, la produccié de NO es va
incrementar al grup control respecte al blanc, i en especial a la zona del
colon distal (Taula IV.8). La suplementacié de la dieta amb un 2% d’acid
el-lagic, apocinina o rutina va reduir, en aquesta zona, la concentracié de

NO fins a valors basals (Figura IV.8b).

Taula 1V.8. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre la produccié de
PGE, i NO al colon en el model de colitis ulcerosa aguda induida per DSS. *p<0,05: vs
grup control (t de Dunnett, n = 5-6). *p<0,05, ***p<0,001: vs grup control (Bonferroni,
n=3).

Grup PGE, t E.E.M. [Nitrits] £ E.E.M. (LM/mg teixit)
(pg/mg teixit) Proximal Mig Distal
Blanc 335,63 +61,02 1,88 +0,27 1,65 + 0,54 4,61+0,81
Control (DSS) 1581,62 +£135,03 | 14,26+0,46 | 2,23+0,42 161,12 +9,72
DSS+E 1492,32 £95,15 4,14 +1,40*% | 1,42+0,37 | 3,57+0,43***
DSS+A 1180,50 £93,04* | 3,77+1,83* | 0,28+0,11 | 1,42 £0,14***
DSS +R 1176,54 £81,39* | 1,51+0,16* | 1,47+0,99 | 3,69 £0,69***
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Figura IV.8. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre la
concentraciéo de PGE, (a) i NO (b) en ’homogeneitzat del colon. a) Els valors
corresponen a la mitjana dels pg de PGE, normalitzats respecte al pes de teixit +
E.E.M. (pg/mg teixit). Significativament diferent del grup control: *p<0,05 (t de
Dunnett, n=5-6). b) Els valors s’expressen com la mitjana de la concentracié de
nitrits en les zones proximal, mitja i distal del colon respecte al pes del teixit +
E.E.M. (uUM/mg teixit). Significativament diferent del grup control: *p<0,05,
***p<0,001 (Bonferroni, n = 3).

Conforme la concentracié de NO i PGE,, I'expressidé d’iNOS i COX-2
va resultar significativament incrementada en I’homogeneitzat del colon
després de I'administracio de DSS, com es va poder observar per analisi
Western blot. Com calia esperar, el tractament amb un 2% d’acid el-lagic,
apocinina o rutina va prevenir aquest augment, amb un 44%, 49% i 59%
d’inhibicié per a COX-2 (Figura IV.9a) i amb un 31%, 54% i 72% per a iNOS

(Figura IV.9b), respectivament.
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Figura 1V.9. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre I’expressio
citosolica de COX-2 (a) i iNOS (b) al colon. Les grafiques de barres representen les
dades derivades de I'analisi densitometrica de totes les imatges obtingudes; els
panells a peu de grafica mostren una imatge representativa. La intensitat de
I'expressid relativa (%) es calcula amb un software d’imatge considerant el grup
control amb un 100% d’expressio. Els valors d’iNOS es normalitzen respecte a B-
actina. Significativament diferent del grup control: **p<0,01 ***p<0,001 (t de
Dunnett; n = 6).

IV.1.1.4.4. Activacio de NF-xB i STAT3

La CU es caracteritza per una marcada activacio de NF-kB que, com
a consequeéencia, indueix I'expressié de COX-2. Per tal de valorar |'estat
d’activacido del factor de transcripcid a la colitis es va determinar, per
Western blot, I'expressid nuclear de la subunitat p65 als diferents grups
d’animals. En concordanca amb I'expressido de COX-2, els animals afectats
van mostrar una major expressié de p65, a diferencia dels animals tractats
amb un 2% d’acid el-lagic, apocinina o rutina, on aquest increment es va
reduir significativament, amb un 75%, un 89% i un 39% d’inhibicio,

respectivament (Figura 1V.10).
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Figura 1V.10. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre la
translocacié nuclear de p65. Les grafiques de barres representen les dades
derivades de I'analisi densitometrica de totes les imatges; els panells a peu de
grafica mostren una imatge representativa. La intensitat de I'expressié relativa (%)
es calcula amb un software d’imatge considerant el grup control amb un 100%
d’expressid. L'expressid nuclear de p65 es normalitza respecte a B-actina.
Significativament diferent del grup control: *p<0,05, ***p<0,001, (t de Dunnett; n
=6).

A més del paper del NF-kB en la patogenesi de la CU, el STAT3
també ha estat implicat en el desenvolupament de la malaltia per la
produccid d’IL-6. Per tractar d’explicar |'efecte preventiu dels productes
respecte a la produccid d’'IL-6 en la colitis aguda, es va determinar
I’expressid citosolica de STAT3 al teixit colonic. Als animals tractats amb
DSS es va observar una reduida expressié de STAT3, com un indicatiu
d’una incrementada activitat transcripcional del factor. La suplementacié
de la dieta amb un 2% d’apocinina o rutina va suposar una reduccid
significativa en |'activacido del factor, com es va poder observar per
I'augment de STAT3 en I’homogeneitzat citosolic. Per contra, el
tractament amb acid el-lagic no va tenir cap influencia en I'activitat del

factor de transcripcio (Figura IV.11).
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Figura IV.11. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre I’expressio
de STAT3. Les grafiques de barres representen les dades derivades de |'analisi
densitometrica de totes les imatges; els panells a peu de grafica mostren una
imatge representativa. La intensitat de I'expressio relativa (%) es calcula amb un
software d’imatge considerant el grup blanc amb un 100% d’expressio.
L'expressié citosolica de STAT3 va ser normalitzada respecte a [-actina.
Significativament diferent del grup control: **p<0,01 (t de Dunnett; n = 6).
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IV.1.2. COLITIS ULCEROSA CRONICA INDUIDA PER DSS

Tant el consum de beguda com d’aliment al llarg de I'experiéncia de
CU cronica no van ser significativament diferent entre els grups
experimentals. L'exposicid dels animals a I"'administracié ciclica de DSS va
resultar en un consum mitja diari d’'uns 4,7 mL d’aigua amb DSS per ratoli,
corresponent amb una ingesta total aproximada de 2 g de DSS per ratoli
després de 56 dies de tractament, tenint en compte que la concentracié
de DSS variava. D’altra banda, amb la quantitat total de pinso ingerit, va
resultar una dosi mitjana consumida dels productes en estudi d’1,2

g/kg/d, la qual equival a una dosi en humans de 80 mg/kg/d segons la
formula DEH descrita a I'apartat 111.2.2.1.2.

IV.1.2.1. Estudi de parametres clinics: IAM

L’administracio ciclica de DSS en I'aigua de beguda va reproduir una
CU cronica, amb lleugers signes clinics de diarrea i, en alguna ocasio,

hemorragia rectal (Taula IV.9). A diferencia del que ocorria en
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I’experieéncia aguda, I'evolucié del pes dels animals no va diferir entre els
diferents grups a I’experiencia cronica. Els grups tractats amb un 0,5%
d’acid el-lagic, apocinina o rutina en la dieta van mostrar una reduccid
d’aquests signes, fet que va assolir un significatiu descens dels parametres
de I'lAM (Figura IV.12).

Taula 1V.9. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R), sobre

'index d’activitat de la malaltia (IAM). *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001: significativament diferent del control (Bonferroni, n =6-8).

Consisténcia de Sang visible PUNTUACIO
Grup les femtes g TOTAL
+ E.E.M.
+ E.E.M. + E.E.M.
Control (DSS) 1,57 £0,21 1,43 +£0,03 1,5+0,19
DSS+ E 0,71 £0,19** 1,00 £ 0,04 0,79 +0,15*
DSS+ A 0,43 £ 0,20*** 1,00 £ 0,22 0,71 +0,15*
DSS+ R 0,57 £ 0,20*** 0,71 +0,29* 0,64 +0,21**
2 2.0
E Il DSS
£ s DSS + £
4 B DSS+ A
5 1o = DSS + R
5
2 0.5
S 0.0-
Comesisténcia de Sang visible PUNTUACIO TOTAL
les femtes

Figura IV.12. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R), sobre I'index
d’activitat de la malaltia (IAM). En acabar I'experiéncia es va avaluar I'lAM als
grups control i tractats, i es va assignar el valor 0 al grup blanc. *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001: significativament diferent del control (Bonferroni, n = 6-8).

IV.1.2.2. Analisi de dany macroscopic

L’examen macroscopic de les mostres de colon al final de
I’experiencia va evidenciar un increment del parametre inflamatori
pes/longitud del colon d’animals tractats amb DSS respecte als del grup
blanc (Taula 1V.10). En canvi, tan sols la suplementacié de les dietes amb
un 0,5% de rutina o acid ellagic va reduir significativament aquest

increment un 44% en ambdods casos (Figura IV.13).
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Taula 1V.10. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i
rutina (R) sobre la relacié pes/longitud en el model de
colitis ulcerosa cronica induida per DSS. *p<0,05:
significativament diferent del grup control (t de Dunnett,

n = 6-8).
Grup Pes/longitud del colon + E.E.M.
(mg/cm)

Blanc 26,33 +4,62

Control (DSS) 53,27+ 0,38

DSS+ E 41,38 +1,89*

DSS+ A 53,29 + 4,58

DSS + R 41,68 +1,35%*

60-
Blanc

Control (DSS)
DSS+E
DSS +A
= DSS+R

Pes/longitud + E.E.M. (mg/cm)

Figura IV.13. Efecte d’acid el-lagic (E), apocinina (A) i rutina (R) sobre la relacié
pes/longitud del colon. La imatge és representativa de la longitud d’un colon de
cada grup. la grafica representa la mitjana aritmética de la relacié pes/longitud del
colon £ E.E.M (mg/cm). *p<0,05: vs grup control (t de Dunnett, n = 6-8).

IV.1.2.3. Analisi histologica

L'estudi histologic dels colons aillats dels animals tractats amb 4
cicles de DSS va mostrar una inflamacié lleu a moderadament severa,
caracteritzada per una distorsio i abscessos a les criptes amb péerdua de les
cél-lules caliciformes o globet, erosid de I'epiteli i una severa infiltracié
cel-lular mononuclear a la lamina propria, junt amb ulceracié i afectacié de

la muscular de la mucosa, especialment a la zona distal (Figura IV.14b). Als
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colons dels animals tractats amb una dieta suplementada amb un 0,5%
d’acid el-lagic (Figura 1V.14c) o apocinina (Figura IV.14d) es va fer evident
una recuperacio del procés inflamatori intestinal amb una reduccié de
I'alteracid6 morfologica associada al DSS. Ambdds tractaments van

mantenir I'arquitectura del colon i van reduir la pérdua de I'epiteli.

Blanc

Figura IV.14. Seccions del colon tenyides amb hematoxilina-eosina. a) Grup blanc
amb una disposicié normal de I'arquitectura del colon. b) Grup colitic per DSS i
grups colitics tractats amb c) acid el-lagic (E) i d) apocinina (A). Augment x200.
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IV.1.2.4. Estudi bioquimic
IV.1.2.4.1. Expressio génica de citocines inflamatories

La inflamacié cronica és una forca motriu per a l'inici i la progressié
de tumors en moltes malalties. Aixi doncs, la cascada de senyalitzacid IL-
6/STAT3 ha estat demostrada com un regulador clau en la proliferacié i la
supervivencia de les cél-lules epitelials iniciadores de tumors (Atreya i
Neurath, 2005). Amb concordanca amb la severitat de la malaltia, al grup
control es va observar un increment de I'expressié genica d’IL-6 sobre els
valors basals. En canvi, el tractament amb les dietes suplementades amb
un 0,5% d’acid el-lagic (Figura IV.15a) o apocinina (Figura 1V.15b) va
suposar una significativa reduccié d’aquesta expressid, quasi assolint els

valors basals corresponents als del grup blanc.
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Figura IV.15. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) sobre I’expressio
genica d’IL-6. Les grafiques de barres representen les dades derivades de I'analisi
densitometrica de totes les imatges; els panells a peu de grafica mostren una
imatge representativa. La intensitat de I'expressio relativa (%) es calcula amb un
software d’imatge considerant el grup control amb un 100% d’expressio. Els valors
d’IL-6 es normalitzen respecte a [B-actina. Significativament diferent del grup
control: **p<0,01, ***p<0,001 (t de Dunnett; n = 6).
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IV.1.2.4.2. Expressio proteica de COX-2 i iNOS

A l'estudi, el dany macroscopic observat al grup colitic es va
correlacionar amb un augment en I'expressié proteica dels enzims COX-2 e
iNOS en I'homogeneitzat de colon, respecte al grup blanc. Aquestes
proteines van mostrar un canvi significatiu als grups tractats amb un 0,5%
d’acid el-lagic i apocinina en la dieta quan es va comparar amb el grup
control. D’'una banda, el tractament va suposar una marcada inhibicié de
I’expressido de COX-2 d’un 84% i un 91% als grups d’acid el-lagic (Figura
IV.16a) i apocinina (Figura IV.16b), respectivament. A I'estudi IHQ, on es va
evidenciar aquest fet, es va poder observar una reduida tincié de COX-2

als grups tractats amb els productes respecte al control (Figura IV.17).
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Blanc Control DSS+E Blanc  Control DSS+A

Figura IV.16. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) sobre I’expressio
proteica de COX-2. Les grafiques de barres representen les dades derivades de
I’analisi densitometrica de totes les imatges; els panells a peu de grafica mostren
una imatge representativa. La intensitat de I'expressié relativa (%) es calcula amb
un software d’imatge considerant el grup control amb un 100% d’expressid. Els
valors de COX-2 es normalitzen respecte a B-actina. Significativament diferent del
grup control: ***p<0,001 (t de Dunnett; n = 6).
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Control (DSS)

DSS + E DSS + A

Figura IV.17. Analisi immunohistoquimica de COX-2 al teixit colonic de ratoli. Les
seccions de colon van ser tractades amb un anticos especific per a COX-2. Les
fletxes assenyalen la tincid positiva. Les imatges son representatives de 4 ratolins
independents de cada grup de tractament. Augment x200.

D’altra banda, respecte al control, el tractament amb els productes
també va suposar una significativa reduccioé de I'expressio proteica d’iNOS
d’un 66% per al grup tractat amb acid el-lagic (Figura IV.18a) i un 72% per

a apocinina (Figura 1V.18b).
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Figura IV.18. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) sobre I’expressio
proteica d’iNOS. Les grafiques de barres representen les dades derivades de
I’analisi densitometrica de totes les imatges; els panells a peu de grafica mostren
una imatge representativa. La intensitat de I'expressié relativa (%) es calcula
mitjangant un software d’imatge i es considera el grup control amb un 100%
d’expressid. Els valors d’iNOS al citosol es van normalitzar respecte a B-actina.
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Significativament diferent del grup control: ***p<0,001 (t de Dunnett; n = 6).

IV.1.2.4.3. Activacio de p38 MAPK

En particular, l'activitat de p38 MAPK s’ha vist que esta
incrementada en pacients que pateixen la MIl (Hommes et al., 2002). A
I’estudi, aquest fet es va evidenciar pel marcat increment en |'expressio i
activacioé de p38 MAPK a I'extracte de proteina citosolica de la mucosa del
colon dels animals afectats. Amb ac0, es suggereix una participacié activa
de la cinasa a l'estadi cronic de la lesid del colon induida per DSS.
Tanmateix, I'administracio en la dieta d’un 0,5% d’acid el-lagic o apocinina
va reduir aquesta activacié amb un 67% (Figura IV.19a) i 61% (Figura

IV.19b), respectivament, com es va poder observar per la disminucié en

I’expressid proteica de la forma fosforilada de la cinasa.
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Figura 1V.19. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) en I’activacié de p38
MAPK induida per DSS. Les grafiques de barres representen les dades derivades
de I'analisi densitomeétrica de totes les imatges; els panells a peu de grafica
mostren una imatge representativa de I'expressié citosolica de les formes
fosforilades i no fosforilades de p38 MAPK, i GAPDH com a control de carrega. La
intensitat de I'expressid relativa (%) es va calcular per un software d’imatge
considerant el grup control amb un 100% d’expressio. L'expressié de p-p38 MAPK
va ser normalitzada respecte a p38 MAPK. Significativament diferent del grup
control: **p<0,01 ***p<0,001 (t de Dunnett; n =6).

IV.1.2.4.4. Degradacio d’IkBa i activacio transcripcional de NF-xB

Existeixen multiples passos d’actuacié en I'activacié del NF-xB dins
de la cascada de senyalitzacié. Un d’ells és la inhibicid especifica dels
sistemes de translocacié nuclear del factor, bé dirigits al complex IKK, bé

als seus inhibidors (IxB) (Atreya et al., 2008).

Amb I'objectiu d’avaluar si acid el-lagic i apocinina van intervenir en
el model inflamatori per mitja de I'activacié del factor de transcripcid NF-
KB, es va determinar per Western blot I'expressio citosolica de la proteina

IkBa i la seua forma fosforilada (p-IkBa), aixi com la translocacié nuclear

de la subunitat p65.
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D’una banda, es va observar un pic significatiu de fosforilacié d’IxBa
al finalitzar I"'administracié de DSS. La suplementacid de la dieta amb un
0,5% d’acid el-lagic o apocinina, va inhibir aquest augment de forma
significativa, amb un 80% (Figura IV.20a) i 71% (Figura [V.20b),

respectivament.
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Figura IV.20. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) en la degradacio
d’lIxBa induida per DSS. Les grafiques de barres representen les dades derivades
de I'analisi densitomeétrica de totes les imatges; els panells a peu de grafica
mostren una imatge representativa de I'expressié citosolica de les formes
fosforilades i no fosforilades d’lkBa, i de GAPDH com a control de carrega. La
intensitat de I'expressié relativa (%) es va calcular mitjangant un software
d’imatge considerant el grup control amb un 100% d’expressid. L'expressié de p-
IkBa va ser normalitzada respecte a IkBa. Significativament diferent del grup
control: ¥*p<0,05 (t de Dunnett; n = 6).

D’altra banda, encara que significativa també, la inhibicié de la
translocacié nuclear de la subunitat p65 no va ser tan acusada com s’ha
vist per a la degradacié del seu inhibidor: 41% per a 'acid el-lagic (Figura

IV.21a) i 20% per a apocinina (Figura IV.21b).
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Figura 1V.21. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) sobre la translocacio
nuclear de p65 induida per DSS. Les grafiques de barres representen les dades
derivades de I'analisi densitometrica de totes les imatges; els panells a peu de
grafica mostren una imatge representativa. La intensitat de I'expressié relativa (%)
es va calcular per un software d’imatge considerant el grup control amb un 100%
d’expressio. Els valors de p65 nuclear es va normalitzar respecte a B-actina.
Significativament diferent del grup control: *p<0,05, **p<0,01 (t de Dunnett; n =
6).

IV.1.2.4.5. Activacio de STAT3

Com el NF-xB, el STAT3 es troba de forma latent al citoplasma fins a
ser estimulat per senyals inflamatoris. Principalment és activat per la via
de senyalitzacié IL-6/JAK, mitjancant la fosforilacié directa del residu Tyr-
705. En la colitis, el STAT3 ha estat demostrat que esta associat a la
carcinogenesis colorectal. L’analisi Western blot va revelar que el
tractament amb un 0,5% d’acid el-lagic (Figura 1V.22a) o apocinina (Figura
IV.22b) en la dieta inhibia significativament la fosforilacid del factor de

transcripcio induida per DSS.
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Figura 1V.22. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) en I’activacié de STAT3
induida per DSS. Les grafiques de barres representen les dades derivades de
I"analisi densitometrica de totes les imatges obtingudes; els panells a peu de
grafica mostren una imatge representativa de I'expressid citosolica de les formes
fosforilades i no fosforilades de STAT3, i GAPDH com a control de carrega. La
intensitat de I'expressid relativa (%) es va calcular mitjancant un software
d’imatge considerant el grup control amb un 100% d’expressid. L'expressié de p-
STAT3 va ser normalitzada respecte a la STAT3. Significativament diferent del grup
control: *p<0,05 (t de Dunnett; n = 6).

Aquest fet es va corroborar amb I'estudi IHQ, on es va evidenciar
una reduida tincio de la forma fosforilada (pSTAT3) als grups tractats amb

els productes respecte al control (Figura IV.23).
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DSS + E DSS +A
Figura IV.23. Analisi immunohistoquimica de p-STAT3 en teixit colonic de ratoli.
Les seccions de colon van ser tractades amb un anticos especific per a p-STAT3.
Les fletxes assenyalen la tincié positiva. Les imatges sén representatives de 4

ratolins independents de cada grup de tractament. Augment x200.

1V.1.2.4.6. Activacio d’Akt

Amb I"objectiu d’avaluar si I'activitat antiinflamatoria d’acid el-lagic i
apocinina en el model cronic de colitis va implicar la via de senyalitzacié
PI3k/Akt, es va determinar per analisi Western blot I'expressido d’Akt
fosforilat al colon dels animals. Aquesta determinacié és un bon marcador
gue s’empra per a valorar l'activacié del PI3K, la qual es va observar
incrementada després de l'administraci6 de DSS. El tractament dels
ratolins amb una dieta suplementada amb un 0,5% d’acid el-lagic o
apocinina va suposar una inhibicid significativa de la fosforilacid d’Akt,

d’un 81% (Figura IV.24a) i 78% (Figura IV.24b), respectivament.
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Figura IV.24. Efecte a) d’acid el-lagic (E) i b) apocinina (A) en I'activacié d’Akt
induida per DSS. Les grafiques de barres representen les dades derivades de
I"analisi densitomeétrica de totes les imatges; els panells a peu de grafica mostren
una imatge representativa de les formes fosforilades i no fosforilades d’Akt, i
GAPDH com a control de carrega. La intensitat de |'expressio relativa (%) es va
calcular mitjangant un software d’imatge considerant el grup control amb un
100% d’expressio. L'expressid citosolica de p-Akt va ser normalitzada respecte a
Akt. Significativament diferent del grup control: *p<0,05 (t de Dunnett; n = 6).

I

IV.1.3. INFLAMACIO AURICULAR AGUDA INDUIDA PER TPA

L’aplicacié topica d’una unica dosi de TPA en l'orella del ratoli (2,5
ug/orella) desencadena un procés inflamatori agut que aconsegueix un
maxim a les 4 h. L’administracio oral d’apocinina i diapocinina (100 mg/kg)
1 h abans de I'aplicacié de TPA va reduir I'edema mesurat a les 4 h de la
induccio (Taula IV.11), encara que aquest efecte va resultar significatiu tan
sols per a diapocinina, amb un 48% d’inhibicio respecte al control, fins i tot

superior al del farmac de referéencia, (Figura 1V.25).
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Taula IV.11. Efecte d’apocinina (A) i diapocinina (D) sobre I’edema
auricular en el model agut induit per aplicacio topica de TPA.
Indometacina (I) com a farmac de referéncia. *p<0,05, ***p<0,001
vs grup control (t de Dunnett, n = 6-8).

Grup AE +E.E.M (um) % |
Control (TPA) 181 £ 16 -

TPA +1 (10 mg/kg) 123 + 14* 32
TPA + A (100 mg/kg) 142 £11 21
TPA + D (100 mg/kg) 94 + 10*** 48

200-
Il Control (TPA)

g 150+ * T I TPA +1(10 mg/Kg)
= :-n-n-n-c““ ww [=Hl TPA+A (100 mg/Kg)
3100— el T B2 TPA+D (100 mg/Ke)
i Eenees
H e
S 50 e

Eenees

S

Eoenec

Fann"n"

0_

Figura 1V.25. Efecte d’apocinina (A) i diapocinina (D) sobre I'edema auricular
induit per aplicacié topica de TPA. Després de 4 h de la induccié es va determinar
I'espessor de les orelles. Els valors s’expressen com la mitjana de I'increment de
I’espessor de cada orella (AE) * E.E.M. (um) entre les 0 i les 4 h. Indometacina (l)
com a farmac de referéncia. *p<0,05, ***p<0,001 vs grup control (t de Dunnett, n
=6).

IV.1.4. INFLAMACIO AURICULAR CRONICA INDUIDA PER APLICACIO
REPETIDA DE TPA

L’aplicacio topica de dosis repetides de TPA en l'orella del ratoli (2
ug/orella) va induir una resposta inflamatoria excessiva i perllongada en el
temps. En aquest cas, tan sols I"administracié oral de diapocinina (100
mg/kg) respecte a apocinina (100 mg/kg) va contribuir significativament a
millorar el procés inflamatori (Taula IV.12), reduint I'increment de pes de
les orelles al finalitzar I’experiéncia un 36% respecte al grup control (Figura

IV.26).
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Taula IV.12. Efecte d’apocinina (A) i diapocinina (D) sobre
'edema auricular induit per aplicacié topica repetida de
TPA. Dexametasona (DEX) com a farmac de referéncia.
**p<0,01, ***p<0,001 vs grup control (t de Dunnett, n = 6-8).

Grup APt E.E.M(mg) % |

Control (TPA) 14,44 + 1,15 -

TPA + DEX (5 mg/kg) 7,78 + 1,09%** 46

TPA + A (100 mg/kg) 11,82 +1,03 18

TPA + D (100 mg/kg) 9,25 +0,63** 36
20-

Il Control (TPA)
I TPA + DEX (5 mg/Kg)

15+
- B TPA + A (100 mg/Kg)
10 * 4k A E3 TPA + D (100 mg/Kg)
) i
0-

Figura 1V.26. Efecte d’apocinina (A) i diapocinina (D) sobre I'edema auricular
induit per aplicacié topica repetida de TPA. Després de 6 h de I'lUltima
administracio, els animals es van sacrificar i les orelles es van pesar. Els valors
s’expressen com la mitjana de I'increment de pes de cada orella (AP) + E.E.M. (mg)
respecte al grup blanc tractat amb acetona. Com a farmac de referencia es va
emprar dexametasona (DEX). **p<0,01, ***p<0,001 vs grup control (t de Dunnett,
n = 6-8).

AP £E.EM. (mg)

IV.1.4.1. Analisi histologica

Histologicament, |'aplicacio de TPA a |'orella del ratoli evidenciava
una lesié inflamatoria difusa afectant a la dermis, amb edema i infiltracio
cel-lular. A més, els teixits inflamats mostraven canvis epitelials, amb
hiperplasia epitelial hiperqueratosica (fletxa blava, Figura IV.27b) i canvis
cel-lulars reactius a la inflamacio, com sén les atipies reactives (fletxa roja,
Firgura IV.27b). El tractament amb apocinina (100 mg/kg) va induir una
lleu milloria del procés inflamatori, mantenint un caracter moderat (2
sobre 3; Figura IV.27d), amb una incrementada extravasacié cel-lular en la
dermis. En canvi, al grup tractat amb diapocinina (100 mg/kg), la lesié
inflamatoria mostrava un caracter lleu (1 sobre 3), on es van evidenciar

uns canvis epitelials que van minvar junt amb una discreta hiperplasia
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epitelial sense hiperqueratosi. En canvi, es mantenien les atipies reactives
aixi com una infiltracid cel-lular que s’observava lleugerament reduida

respecte al grup control (Figura IV.27e).

Blanc Control (TPA)

TPA + DEX TPA+A

TPA+D

Figura IV.27. Analisi histologica. Seccions d’orella del grup a) blanc, b) control, c)
dexametasona (DEX), d) apocinina (A) i e) diapocinina (D) tenyides amb
hematoxilina-eosina. x200.
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IV.1.4.2. Estudi bioquimic

IV.1.4.2.1. Activitat MPO

El procés inflamatori originat com a consequiéncia de I'aplicacio

repetida de TPA es caracteritza per una massiva infiltracio leucocitaria

amb predomini de neutrofils. Com una mesura indirecta d’aquesta

infiltracid neutrofilica, es va determinar I'activitat MPO als teixits afectats.

Ni apocinina ni diapocinina van inhibir I'activitat de I'enzim (Taula IV.13),

la qual cosa va estar correlacionada amb |'analisi histologica.

Taula IV.13. Efecte d’apocinina i diapocinina sobre I'activitat
MPO. Dexametasona (DEX) com a farmac de referéncia.
***p<0,001 vs grup control (t de Dunnett, n = 6-8).

MPO .
Grup (U/g de teixit t E.EM)
Blanc 19,05 + 2,81 -
Control (TPA) 62,50+7,81 -
TPA + DEX (5 mg/kg) 21,80 £ 3,40%*** 94
TPA + A (100 mg/kg) 60,55 + 15,13 5
TPA + D (100 mg/kg) 60,10 + 12,46 6

IV.1.4.2.2. Expressio de COX-2

Estudis previs han demostrat que el TPA es un potent estimulador

de I'expressié de COX-2 en diferents linies cel-lulars (Liu i Rose, 1996) i en

models in vivo d’inflamacié cutania (Chun i cols., 2003). L’analisi Western

blot va revelar un increment de I'expressid de I’enzim als teixits inflamats.

En canvi, el tractament amb apocinina i diapocinina (100 mg/kg) va inhibir

significativament I'expressio de COX-2, amb un 60% i un 69% d’inhibicio,

respectivament (Figura IV.28).
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Figura 1V.28. Efecte d’apocinina i diapocinina sobre I'expressié de COX-2. Les
grafiques de barres representen les dades derivades de |’analisi densitométrica de
totes les imatges; els panells a peu de grafica mostren una imatge representativa.
La intensitat de I'expressid relativa (%) es va calcular per un software d’imatge
considerant el grup control amb un 100% d’expressio. Els valors de COX-2 es van

normalitzar respecte a B-actina. Significativament diferent del grup control:
**%¥p<0,001 (t de Dunnett; n = 6).

IV.1.5. EDEMA PLANTAR INDUIT PER CARRAGUENINA

L’efecte de I'administracié oral d’apocinina i diapocinina 1 h abans
de la injeccio s.c. de carraguenina va induir una significativa reduccié de
I’edema plantar a les 3 h de la induccid, mantenint I'efecte 5 h després
(Taula 1V.14). En el cas concret de diapocinina, I'efecte inhibitori va ser

superior a les 5 h de la induccié (Figura IV.29).
Taula IV.14. Efecte d’apocinina (A) i diapocinina (D) (100 mg/kg) sobre I’edema (AV) induit

per carraguenina en el peu del ratoli. Indometacina (I) (10 mg/kg) com a farmac de
referéncia. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs grup control (t de Dunnett, n = 6-8).

Grup AV +E.E.MM (pL) %1

1h 3h 5h 1h 3h 5h
Control 5,50+ 0,50 12,00 £ 0,89 11,50+0,81 - - -
Carraguenina + | 2,67 £0,67** 5,83 £ 0,70*** 7,00 £ 0,52%** 52 51 39
Carraguenina + A 4,50+0,34 6,33 £0,61%** 6,67 £ 0,99*** 18 47 42
Carraguenina +D 4,50+0,43 9,33+0,88 * 5,00 + 0,32%** 18 22 57
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Figura 1V.29. Efecte d’apocinina (A) i diapocinina (D) sobre 'edema plantar
induit per carraguenina. El volum del peu de cada animal es va determinar a
diferents temps (1, 3 i 5 h) després de la injeccid s.c. de carraguenina. Els valors
s’expressen com l'increment de volum (AV) * E.E.M. (uL) respecte al grup blanc.
Indometacina (I) com a farmac de referéncia. Significativament diferent del grup
control: ¥p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (t de Dunnett; n = 6).

IV.2. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ANTIINFLAMATORIA IN VITRO EN
MACROFAGS RAW 264.7

IV.2.1. CITOTOXICITAT

Previ a I'estudi de l'activitat in vitro, es va realitzar I'estudi de
viabilitat cel-lular per mitja de |'assaig de MTT, en preséncia dels
compostos en estudi: apocinina, diapocinina i rutina. A les concentracions
de 100 i 400 uM, cap dels productes va resultar citotoxic (Figura 1V.30),
com es va poder observar per una viabilitat cel-lular que no es va veure

afectada.
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50

Concentracié (LM)

Figura 1V.30. Percentatge de viabilitat cel-lular de macrofags RAW 264.7 tractats
amb apocinina, diapocinina i rutina (100 i 400 uM).

IV.2.2. EFECTE SOBRE LA PRODUCCIO D’EROs

El pretractament de les cel-lules amb diapocinina i rutina (100 i 400
KUM) va inhibir significativament la produccié intracel-lular d’EROs de
manera dosi-dependent, com es va poder observar per la reduccié de
I’emissid de fluorescencia induida per I'addicié de LPS al medi cel-lular.
Apocinina, tan sols a la maxima concentracid, va mostrar una lleugera
inhibicié, encara que no va aconseguir assolir la significacid estadistica
(Taula IV.15). Per tant, I'efecte de diapocinina va ser significativament
superior al de la seua precursora amb una concentracié inhibitoria 50

(Clso) de 81,34 uM, calculada per regressié lineal (Figura 1V.31).
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Taula IV.15. Efecte d’apocinina (A), diapocinina (D) i rutina (R) sobre la
produccié intracel-lular d’EROs en macrofags RAW 264.7 induida per LPS.
Significativament diferent del grup control: *p<0,05; grup d’apocinina (400 uM):

#p<0,05 (Bonferroni, n = 6-8).

(Intensitat de fluorescéncia

1A 0,
Grup Concentracio (LM) E.E.M.) x 10° % |
Blanc 9,46 + 0,37
Control (LPS) 45,36 + 2,51
100 42,03 £0,65 11
LPS+A ! ’
S 400 37,83 +3,16 21
100 23,75 + 4,35%* 59
+
LPS +D 400 17,67 +2,52%* 76
100 34,98 + 3,73* 30
+
LPS+R 400 27,91 + 5,00* 50
60000-
=
; ‘j::‘ 40000 o 100 Clso=81,34 UM
G % et *# o 8 r?=0,98
£ £ 20000 | =2 2
=) X
- 0- I:I Reieaeirs 20
LPS (1pg/mL) P .+ 0 1 2
Apocinina 400 (uM)
Diapocinina 100 400 (uM)
Rutina 100 400 (uM)
Figura IV.31. Efecte d’apocinina, diapocinina i rutina en la produccié

intracel-lular d’EROs en macrofags RAW 264.7 induida per LPS. Les dades
s’expressen com la mitjana de la intensitat de fluorescéncia + E.E.M. A la dreta
percentatge d’inhibicié de la produccid d’EROs respecte al log de la concentracié
de diapocinina. Significativament diferent del grup control: *p<0,05; grup

d’apocinina (400 uM): #p<0,05 (Bonferroni, n = 8-10).

IV.2.3. EFECTE SOBRE LA PRODUCCIO DE NO | L’EXPRESSIO D’iNOS

L'increment en la produccié de NO és un fenomen que es produeix

després de l'estimulacié dels macrofags amb LPS, i és emprat com un

indicador d’una tipica resposta inflamatoria. El tractament de les cel-lules

amb dosis baixes de diapocinina i rutina va reduir de forma significativa i

dosi-dependent la produccié de NO al medi de cultiu (Taula 1V.16).

Apocinina tan sols va ser efectiva a la dosi més elevada, sent 'activitat de
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diapocinina, a aquesta dosi, significativament superior a la de la primera,

resultant en una Clsg per a diapocinina de 79,63 uM (Figura 1V.32).

Taula 1V.16. Efecte d’apocinina (A), diapocinina (D) i rutina (R)
sobre la produccié de NO en macrofags RAW 264.7 induida per
LPS. Significativament diferent del grup control: *p<0,05; grup
d’apocinina (400 pM): *p<0,05 (Bonferroni, n = 6-8).

Grup Concentracié (uM) [NO]tE.E.M. (uM) %I
Blanc 1,51+0,77
Control (LPS) 37,60 £ 4,06
100 30,18+ 2,31 20
LPS+ A ! ’
S 400 21,98 +5,86* 42
100 17,98 + 3,68* 52
LPS+D ’ ’
400 5,35+1,15%" 86
100 26,46 + 2,79%* 30
+
LPS+R 400 23,94 +3,12* 36
501
—_— 80_
=] 40- Clgo=79,63 UM
g 304 o . r’=0,86
E 20+ ﬁ -.-.—l-.:.-. —T_ é 401
- famemered o) <
% 10+ ﬁ ﬁ *# * 20
od == R = °
T T T T T T T T c1 é é
LPS (1pg/mL) + + + + + + + log [D]
Apocinina - - 100 400 - - - - (uM)
Diapocinina - - - - 100 400 - - (uM)
Rutina - - - - - - 100 400 (uM)

Figura IV.32. Efecte d’apocinina, diapocinina i rutina en la produccié de NO en
macrofags RAW 264.7 induida per LPS. Les dades s’expressen com la mitjana de
la concentracié de nitrits en el medi de cultiu + E.EEM (uM). A la dreta
percentatge d’inhibicié de la produccié de NO respecte al log de la concentracio
de diapocinina. Significativament diferent del grup control: *p<0,05; grup
d’apocinina (400 pM): *p<0,05 (test de Bonferroni, n = 8-10).

Per tractar de valorar si aquest efecte poguera ser induit per la
reduccidé en |'expressié d’'iNOS, es va determinar per analisi Western blot
la seua expressid proteica al medi cel-lular. Tanmateix, ['estudi
demostrava que tan sols el tractament amb diapocinina a la concentracié

més elevada, reduia I'expressié de I'enzim un 88% (Figura 1V.33).
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I’analisi densitometrica. La intensitat de I'expressid relativa (%) es va calcular per
un software d’imatge considerant el grup control amb un 100% d’expressio. Els
valors d’iNOS es normalitzen respecte a B-actina. Significativament diferent del
grup control: *p<0,05; grup d’apocinina (400 uM): *p<0,05 (Bonferroni, n = 6-8).

IV.2.4. EFECTE SOBRE L'EXPRESSIO DE COX-2 | LA PRODUCCIO DE

L’estimulacié per LPS va induir una produccié massiva de PGE, que
va estar correlacionada amb I'expressié de COX-2. A I'estudi, el tractament
amb diapocinina a la menor concentracio va reduir I'expressié de COX-2
un 55% (Figura IV.34). Paral-lelament, diapocinina també va reduir

significativament la produccié de PGE, de forma dosi-dependent, amb una

200~

©
= a
g™ T
22 = 10 R R i
2 ui R S
S ui e
S+ o504 00 I [ [

o R

T T T T T

LPS (1ug/mL) - + + + +
Apocinina - - 100 400 (uM)
Diapocinina 100 400 (M)
Rutina 100 400 (uM)

Figura 1V.33. Efecte d’apocinina, diapocinina i rutina sobre I’expressio proteica
d’iNOS en macrofags RAW 264.7 induida per LPS. El panell inferior mostra una
imatge representativa; les grafiques de barres representen les dades derivades de

PGE,

Clso, calculada per regressio lineal, de 56,17 uM (Figura IV.35).
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Figura 1V.34. Efecte d’apocinina, diapocinina i rutina en I’expressié de COX-2 en
macrofags RAW 264.7 induida per LPS. El panell inferior mostra una imatge
representativa; les grafiques de barres representen les dades derivades de
I’analisi densitomeétrica. La intensitat de I'expressié relativa (%) es va calcular per
un software d’imatge considerant el grup control amb un 100% d’expressid. Els
valors de COX-2 es normalitzen respecte a B-actina. Significativament diferent del
grup control: *p<0,05; grup d’apocinina (400 uM): *p<0,05 (test de Bonferroni, n =
6-8).
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Figura IV.35. Efecte de diapocinina sobre la produccié de PGE,. Les dades
s’expressen com la mitjana de la concentracié de PGE, al medi de cultiu + E.E.M.
(pg/mL). A la dreta percentatge d’inhibicié de la produccié de PGE, respecte la
concentracié de diapocinina (uM). Significativament diferent del grup control:
***p<0,05 (t de Dunnett, n = 6-8).
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IV.2.5. EFECTE SOBRE LA PRODUCCIO DE CITOCINES
PROINFLAMATORIES

Per tal d’assajar les propietats antiinflamatories dels compostos en
estudi, es va determinar el seu efecte en la produccié de citocines
proinflamatories en cel-lules RAW 264.7 estimulades amb LPS. D’una
banda, apocinina i rutina, a les dos concentracions assajades, van resultar
efectives en inhibir significativament la produccié d’IL-6, a més de TNF-a
tan sols en el cas d’apocinina. Per contra, diapocinina, a la menor
concentracid assajada (100 puM), va evidenciar una activitat inhibitoria de
la produccid de les tres principals citocines inflamatories —IL-6, TNF-a i IL-
18— que va resultar fins i tot significativa respecte a la de la seua

precursora (Taula IV.17).

Taula IVI.17. Efecte d’apocinina (A), diapocinina (D) i rutina (R) en la produccié de
citocines proinflamatories en macrofags RAW 264.7 estimulats amb LPS.
Significativament diferent del grup control: *p<0,05; grup d’apocinina (400 puM): *p<0,05
(Bonferroni, n = 6-8).

Concentracié6  TNF-a (pg/mL) IL-6 (pg/mL) IL-1B (ng/mL)
Grup
(kM)
Blanc 0,35+0,31 72,82 +12,32 0,07 £0,01
Control (LPS) 156,74 £ 25,16 2289,03 £ 31,53 7,79 £ 1,05
100 84,73 +7,36* 1015,72 + 93,44* 8,20 + 1,06
LPS+ A
400 63,08 +6,13* 567,47 £ 59,93* 9,87 +2,48
100 19,32 +5,85* " 82,09 +19,66*," 0,25 +0,12*,"
LPS+D 5 7 7
400 12,53 +2,13%, 64,53 + 15,01%, 0,01 +£0,01%,
100 112,48 £ 21,64 1893,50 + 236,62* 8,85+ 0,59
LPS +R
400 123,46 £ 17,44 1613,11 + 131,54* 4,93 +1,66

IV.2.6. EFECTE EN L’ACTIVACIO DE NF-xB

El factor de transcripcid NF-xB és activat pel LPS i és ben conegut
per controlar I'expressié de gens implicats en la supervivencia cel-lular aixi
com d’enzims i citocines proinflamatories. A I'estudi, la subunitat p65 del
factor de transcripcio es va observar incrementada al nucli cel-lular

després de l'estimulacié amb LPS. A la concentracié de 100 uM, el
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tractament amb diapocinina va resultar més efectiu que apocinina en la
inhibicio de la translocacid nuclear de p65, amb un 74% i un 19%
d’inhibicié, respectivament (Figura 1V.36a). A més, es va determinar
I’expressid citoplasmatica de la forma fosforilada de I'inhibidor del factor
de transcripcié NF-xB (p-IkBa). Com calia esperar, la mateixa concentracié

de diapocinina va inhibir la fosforilacié d’lkBa un 56% (Figura IV.36b).
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Figura IV.36. Efecte d’apocinina i diapocinina en I’activaci6 de NF-xB en
macrofags RAW 264.7 induida per LPS. a) Translocacid nuclear de p65 i b)
expressid citoplasmatica de p-IkBa. El panell inferior mostra una imatge
representativa d’'un Western blot; les grafiques de barres representen les dades
derivades de |'analisi densitomeétrica de totes les imatges obtingudes. La intensitat
de I'expressio relativa (%) es calcula per un software d’imatge considerant el grup
control amb un 100% d’expressié. Els valors de p65 i p-lkBa es normalitzen
respecte a PARP-1 i GAPDH, respectivament. Significativament diferent del grup
control: *p<0,05, ***p<0,001 (t de Dunnett, n = 6-8).
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Els compostos fenolics son un tipus de metabolits secundaris de
plantes considerats responsables del seu efecte preventiu de les principals
malalties croniques contemporanies i als que s’han dirigit nombrosos
estudis per avaluar la seua activitat. Estudis epidemiologics han posat de
manifest el seu potencial i rellevancia nutricional dins d'una dieta
saludable (Rusell i Duthie, 2011). S’estima que el seu consum mitja en
humans a partir d’'una dieta basada en productes d’origen vegetal és
aproximadament d’1 g al dia, superior fins i tot al consum de vitamines C i
E i B-carote. Els seus efectes promotors de la salut inclouen I'alleujament
de malalties humanes amb un component inflamatori, algunes de les
guals son simulades experimentalment en models animals. A més, tenen
activitat antioxidant, anticancerigena i efectes sensibilitzants a la insulina
(Shapiro et al., 2007), i d’acord amb estudis epidemiologics, redueixen la
malaltia cardiovascular (Alvarez-Suérez et al., 2014). No obstant aixo, la
baixa disponibilitat i 'ampli i diferent metabolisme hepatic i intestinal, han
obstaculitzat la caracteritzacié del seu paper en el tractament o la

prevencio de diverses malalties.

Després de la seua ingesta, els compostos fenolics sdn reconeguts
pel cos huma com a xenobiotics. S’ha estimat que aproximadament entre
un 5-10% s’absorbeix a lintesti prim i el percentatge romanent pot
acumular-se al lumen de lintesti gros on esta subjecte a l'activitat
enzimatica dels bacteris intestinals, que transformen aquests compostos
més complexos en simples metabolits fenolics, que en moltes ocasions es
consideren els principals responsables de la seua activitat (Rusell i Duthie,

2011).
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En aquest sentit, els compostos fenolics constitueixen una de les
principals terapies emprades en CAM per al tractament d’alguna de les
formes de MII, junt a dietes especifiques i probiotics, entre altres. D’acord
amb Wong et al. (2009), més del 50% de pacients pediatrics amb MIl han
emprat alguna forma de CAM relacionada amb la terapia natural.
Recentment, Suskind et al. (2013) van publicar els primers resultats sobre
la tolerancia de curcumina en aquests pacients. L'estudi pilot va suggerir
que curcumina podria ser emprada com un adjuvant, combinat amb

medicina convencional, sense cap efecte advers clinicament significatiu.

El present treball ha abordat I'avaluacio de les propietats
protectores de tres compostos amb estructura fenolica —acid el-lagic,
apocinina i rutina—, administrats junt amb el pinso, en una colitis
experimental en ratolins induida per I'agent quimic DSS amb I'objectiu
d’establir el seu potencial com agents terapéeutics o coadjuvants en el

tractament de la CU en humans.

En el model d’inflamacié aguda, quan la malaltia es manifesta de
forma severa, es van observar diferencies d’activitat entre els tres
compostos, fet que va permetre seleccionar un d’ells amb una marcada
activitat antiinflamatoria, avaluar el seu efecte i, fins i tot el del seu
metabolit actiu, front a un tipus cel-lular ampliament involucrat en el
desenvolupament de la malaltia. Aquest estudi in vitro comparatiu es va
reforcar, a més, amb I’avaluacio de 'activitat en altres estudis d’inflamacio

experimental.
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ACID EL-LAGIC, APOCININA | RUTINA EN LA CU AGUDA EXPERIMENTAL

L’addicié del DSS a l'aigua de beguda dels animals indueix uns
simptomes clinics de perdua de pes, femtes amb sang i diarrea,
caracteristics de la CU humana. Histologicament es pot observar una
excessiva infiltracié cel-lular, perdua de les criptes epitelials, atrofia de les
vellositats i ulceracié. Vowinkel et al. (2004) van suggerir que es
necessaria una dosi superior a 30 mg de DSS/g de pes corporal ingerida
durant 7 dies per tal de reproduir de forma fiable la colitis experimental,
fet que van justificar per I'activitat MPO i I'analisi histologica. Al present
treball, la CU aguda va ser induida amb una dosi diaria mitjana entre 16-20
mg de DSS/g de pes corporal, el que va resultar, després de 7 dies, en una
dosi superior a la fixada pels investigadors, i suficientment elevada per a
induir de forma severa la malaltia. A la fi de I'experiencia, la fase aguda va
suposar una adequada correlacié entre els signes clinics observats i els

marcadors inflamatoris, aixi com els canvis histopatologics induits.

Com una primera linia de tractament en el model agut, la
sulfasalazina (50 mg/kg/d) va produir una lleugera milloria dels
parametres clinics de la malaltia, consistent amb |’analisi macroscopica
posterior. Aquest efecte, en concordanca amb l'estudi de Sann et al.
(2013), suggereix que el periode de tractament emprat amb la
sulfasalazina va ser massa curt per a ser efectiu, possiblement com a
consequencia d’una insuficient exposicido colonica,que va resultar, fins i
tot, en una lleu milloria del procés inflamatori. A més, mentre la
sulfasalazina s’empra generalment en la malaltia cronica humana per a
prevenir recaigudes, aixi com en la malaltia aguda lleu a moderada, no

s’utilitza habitualment en el tractament dels atacs aguts greus, per als
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quals hi han tractaments més efectius, com els corticoides (Costa et al.,

2012).

En I'estudi, la dosi d’acid el-lagic incorporada en la dieta habitual
dels ratolins durant 7 dies (5 g/kg/d) no va ser suficient per tal de prevenir
la inflamacié aguda intestinal induida per DSS, si sols es tenen en compte
els parametres clinics i I'analisi histologica. En canvi, I'avaluacié de
mediadors inflamatoris revelava una reduccid significativa de les
concentracions de les citocines proinflamatories TNF-a i IL-6 en la mucosa
del colon, i de TNF-a en el serum, aixi com una inhibicié de I'expressié
proteica dels enzims COX-2 i iNOS, possiblement degut al seu efecte sobre
el factor de transcripcido NF-xB. A més, mitjancant la regulacié de I'enzim
iNOS, I'acid el-lagic també va prevenir la produccio de NO en la mucosa del

colon, especialment en la zona distal.

La recerca en els efectes beneficiosos associats a les dietes riques en
aliments d’origen natural és una tasca complicada. Pareix ser que aquests
efectes es manifesten mitjancant una amplia varietat de substancies i dels
seus productes de transformaciéo metabodlica, i que, a més, aquests son el
resultat d’una llarga exposicié a les dietes (Clifford i Brown, 2005). Lei et
al. (2003) van observar que després de la ingestid d'un extracte de
magrana —fruita amb un alt contingut en acid el-lagic— en rates, es produia
una pobra absorcid i una rapida eliminacié d’acid el-lagic. Es clar que es
tracta d’'un acid debil que és ionitzat a pH fisiologic i és poc soluble en
aigua (aproximadament 9,7 ug/mL) (Bala et al., 2006), la qual cosa fa, com
ocorre amb compostos similars, que sovint siguen dificils de processar en
diverses formes de dosificaci6 que permeten una adequada

biodisponibilitat oral per a estudis clinics i la seua posterior
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comercialitzacié. Soh et al. (2009), per exemple, van observar que un
tractament de 4 dies del polifenol (1g/kg/d) per via oral front a la malaria
va resultar poc efectiu respecte a una menor dosi administrada per via
intraperitoneal. Per contra, Singh et al. (2009), van reportar I'efecte
protector per via oral d’un extracte hidroalcoholic de les flors de la
magrana i la seua fraccio enriquida en acid el-lagic (100 i 200 mg/kg) en el
model de colitis induida per DSS en ratolins, mentre que Ogawa et al.
(2002), van demostrar que l'administracié oral de microesferes d’acid
el-lagic protegia de forma més eficient front a la malaltia respecte al
compost en forma lliure. Per tant, la moderada activitat de I'acid el-lagic
en l'experiencia podria explicar-se per la reduida exposicio i la pobra
absorcié resultant d’aquesta via d’administracid, junt amb la pronunciada

gravetat del model agut experimental.

Pel que fa a I'apocinina, demostra un efecte protector quan va ser
suplementada en la dieta habitual dels ratolins durant 7 dies a la mateixa
dosi (5 g/kg/d). L'acetofenona va reduir la severitat de la malaltia
atenuant les caracteristiques macroscopiques i histopatologiques induides
al colon. Es va observar una reduccid en 'expressié genica i proteica de
citocines com IL-6 i TNF-a; una reduccid de I'expressid proteica dels
enzims iNOS i COX-2, acompanyada d’una menor produccié dels seus
metabolits, NO i PGE,; aixi com una reduida activacié dels factors de
transcripcid NF-xB i STAT3 als teixits intestinals. Es ben conegut que, en
condicions patologiques, una concentracié elevada d’EROs és la
responsable de I'expressid de proteines redox-sensibles com el NF-xB i les
MAPKs (Bowie i O’Neill, 2000), aixi com del conseqlient dany endotelial
mediat per PARP i la infiltracié de cel-lules PMNs al teixit afectat. En

aquest context, com que I'apocinina és un conegut inhibidor del complex
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enzimatic NADPH oxidasa i, per tant actua per mitja del bloqueig de la
produccié d’EROs, Impellizzeri et al. (2011) proposaren que aquest fora el
seu mecanisme d’accié en la reduccié dels efectes danyosos al teixit
pulmonar inflamat en els estadis primerencs del procés inflamatori. No
obstant aix0, atés que el paper de la NADPH oxidasa en la CU induida per
DSS és menor que aquell d'iNOS, pareix clar que podria haver-hi un
mecanisme addicional involucrat en el nostre model experimental.
Krieglstein et al. (2001) van demostrar que la influéncia d’una deficient
activitat d’iNOS en la malaltia tan sols resulta en una proteccid parcial, i
gue el bloqueig simultani d’ambdds, iINOS i NADPH oxidasa, és més efectiu
en protegir als ratolins front a la CU induida per DSS. Aquesta proteccid
addicional podria explicar-se per I'efecte del NO en inhibir directament la
NADPH oxidasa, i aixi, limitar la generacio de superoxid. La supressio de la
producci6 de NO comporta un significatiu augment de I'activitat de
I’oxidasa i, amb aco, un resultant procés inflamatori més sever. Per tant, el
bloqueig combinat d’iNOS i de la NADPH oxidasa podria justificar la

proteccié d’apocinina front a la colitis.

Durant diversos processos patologics com sén la Mll, I’aterosclerosi,
les infeccions o les respostes asmatiques, s’indueix I'expressiéo de VCAM-1
a les cél-lules endotelials (Cook-Mills, 2002). En la MIl, una incrementada
expressi6 de VCAM-1 a l’endoteli vascular intestinal, principalment
induida per les EROs (Pavlick et al., 2002), accelera I'adhesié de leucocits a
les cél-lules endotelials i la migracié als llocs d’inflamacié amb el
conseqlient dany a la mucosa (Rijcken et al., 2002). La importancia
fonamental d’aquesta incrementada expressio intestinal de VCAM-1 en la
colitis esta suportada per estudis que demostren que el reclutament de
leucocits i el dany a la mucosa als models de colitis experimental sén
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bloquejats per la immunoneutralitzacié de la molécula d’adhesié (Sans et
al., 1999; Soriano et al., 2000). A més, I'enzim antioxidant SOD se
suggereix que podria alleujar la colitis induida per TNBS amb la inhibicié
de I'expressié de VCAM-1 i el reclutament de leucocits a I'intesti inflamat
per mitja del bloqueig de la produccid d’EROs (Segui et al., 2004). En
I'estudi es va demostrar que apocinina redueix 'expressid genica
endotelial de VCAM-1 a la mucosa del colon procedent d’animals amb un
brot inflamatori agut de CU induida per DSS, amb la conseqlient reduccio
significativa de la infiltracié de leucocits, determinada per I'activitat MPO
al colon, i les concentracions de citocines inflamatories IFN-y, IL-6 i TNF-a.
Aquests efectes es correlacionen amb estudis recents que demostren que
apocinina indueix un descens immediat de |'expressié endotelial de
VCAM-1 en el tractament d’estadis primerencs d’aterosclerosi en ratolins
(Khanicheh et al., 2013) i d’altres molécules d’adhesié com ICAM-1 i P-
selectina, aixi com de l'activitat de MPO en un model d’inflamacid

pulmonar aguda (Impellizzeri et al., 2011).

En referéncia al flavonoide rutina, la seua suplementacio en la dieta
va mostrar efectes beneficiosos front a un atac agut de colitis. D’una
banda, va alleujar els parametres de I'lAM i la relacié pes/longitud del
colon, i va atenuar la produccioé local de les citocines inflamatories IL-6,
TNF-a i IFN-y, actuant a nivell transcripcional, aixi com de TNF-a a nivell
seric. D’altra banda, va inhibir la produccié de PGE, i de NO a la mucosa
del colon, com a consequiéncia de la reduccid de I'expressié de COX-2 i
iNOS, via inhibicié dels factors de transcripcio NF-xkB i STAT3. A més,
encara que a nivell transcripcional s’evidenciava una subtil reduccié en
I’expressié genica d’IL-1B, no va ser capag d’inhibir la seua produccio en la
mucosa colonica. Aquest fet difereix de I'estudi de Kwon et al. (2005) que
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varen demostrar |'activitat de la rutina en un model de CU per DSS
administrada en la dieta a dosis minimes (0,1-0,001%). Els investigadors
van atribuir el paper beneficids de la rutina en la prevencié i curacid de la
colitis al seu efecte sobre la citocina IL-1B. Aquest resultat contradictori
podria atribuir-se a les diferents condicions del treball, com per exemple

la dosi d’agent irritant utilitzada, periode de tractament, etc.
ACID EL-LAGIC, APOCININA | RUTINA EN LA CU CRONICA EXPERIMENTAL

El model de CU aguda tracta de reproduir el que, en el
desenvolupament de la malaltia humana, seria un brot agut, el qual esta
establert que deu tractar-se amb corticoides o immunosupressors. Degut
a les conegudes complicacions del tractament cronic amb aquests farmacs
i, que en la majoria dels casos, el brot sorgeix malgrat que el pacient es
troba en tractament, es va plantejar a I'estudi avaluar el comportament
d’acid el-lagic, apocinina i rutina en un model cronic d’inflamacié intestinal
amb l'administracié dels productes a llarg termini incorporats al pinso
habitual dels animals. EI model cronic simula la malaltia humana on
s’alternen exacerbacions que coincideixen amb I'administracié de DSS,
amb periodes de completa remissido o quiescencia coincidents amb cicles

d’aigua on els simptomes desapareixen o son molt debils.

Al finalitzar I'estudi, en aquest model cronic no es va observar una
bona correlacié entre els signes clinics i els marcadors inflamatoris, tan
sols la perdua de la consistencia de les femtes i algun rastre de sang, fet

gue esta en concordanca amb I'estudi de Melgar et al. (2005).

L’administracié d’acid el-lagic durant 56 dies en la dieta (1,25
g/kg/d), va suposar una reducci6 significativa en I'extensié de la malaltia,

acompanyada d’una significativa milloria dels signes clinics. Per tant, I’acid
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el-lagic va ser efectiu,fins i tot a menor dosi pero durant un llarg periode
de temps, front a un major periode d’exposicié a DSS a concentracions
més baixes, el que suggereix que el periode de tractament en el model

agut va ser massa curt per a que el producte fora efectiu.

Ates que la produccido d’EROs és un mecanisme per mitja del qual Ia
resposta inflamatoria s’amplifica a si mateixa, una qliestid clau és si
apocinina té un efecte beneficids en una etapa tardana de la malaltia per
tal de reduir el procés inflamatori i aturar la progressié de la malaltia. De
la mateixa manera que en el model agut, apocinina va suposar un
potencial efecte beneficids en el procés inflamatori cronic, on va reduir de

forma significativa els parametres clinics de la malaltia.

Encara que I'administraciéo de rutina va produir una milloria dels
signes clinics i parametres macroscopics de la malaltia, no es va poder

continuar I'estudi per problemes externs a la nostra voluntat.

Es ben conegut que una anormal cascada de senyalitzacié té un
paper rellevant en el procés inflamatori, i pot permetre la desregulacio de
la resposta inflamatoria, la qual cosa és un punt clau de desenvolupament
de la malaltia. Les vies de senyalitzacid principalment incloses en el procés
inflamatori sén: el NF-xB, les MAPKs i la PI3K/Akt. D’'una banda, el factor
NF-kB és marcadament actiu a 'intesti inflamat i en especial a les cél-lules
epitelials i macrofags. Fins i tot s’ha establert que el seu grau d’activacio es
correlaciona amb la severitat de la inflamacid intestinal (Rogler et al.,
1998). Per tant, el factor de transcripcié es considera una excel-lent diana
per al desenvolupament d’agents farmacologics per a la malaltia (Atreya

etal., 2008).

169



DLSeUsSsLd

En el model cronic de colitis, es va observar un increment
significatiu de l'activitat del factor NF-kB, amb una expressié augmentada
de la subunitat p65 al nucli cel-lular. D’igual manera que a l'estudi agut,
tant 'acid el-lagic com apocinina van reduir aguesta activacid, un efecte
directament atribuit a la capacitat d’ambdds productes de prevenir la
degradaciod del seu inhibidor IkBa. Aquest fet concorda amb estudis previs
on l'acid el-lagic protegeix front a la MC per mitja de la seua influéncia
sobre la cascada inflamatoria bloquejant el factor de transcripcié (Rosillo
et al., 2011, 2012). De forma semblant, s’ha demostrat que el tractament
a llarg termini amb apocinina inhibeix el factor de transcripcié amb el
conseqlient alleujament del procés inflamatori en patologies com la

hipertensié o la diabetis (Pechanova et al., 2009; Meng et al., 2010).

Els enzims induibles COX-2 i iNOS sbén proteines que estan
ampliament expressades als llocs d’inflamacid. La seua activacié estimula
una excessiva produccié de mediadors inflamatoris que pot ser perjudicial
per a la integritat del colon i pot contribuir al desenvolupament del dany
intestinal. D’una banda, I’activacié de COX-2 indueix la produccié de PGE, i
tromboxa B,, els quals sén mediadors inflamatoris que contribueixen a la
hiperemia, a I'edema i, fins i tot, a la disfuncié intestinal. D’altra banda,
I"activacié d’iNOS provoca una excessiva produccido de NO que pot causar
dany intestinal per mitja de la generacié d’ERNs (Talero et al., 2011). A
més, iNOS actua de forma sinergica amb COX-2 promovent la reaccio
inflamatoria (Krauss i Arber, 2009). A I'estudi de CU cronica, el tractament
amb acid el-lagic i apocinina durant 56 dies va reduir |'expressié proteica

d’ambdds enzims.
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Per tant, en conjunt, els resultats suggereixen que el tractament
amb I'acid el-lagic i apocinina es capac¢ de prevenir la degradacié de la
proteina inhibitoria IkBa, el que va induir el bloqueig de l'activacié del
factor nuclear NF-xB i la conseqlient inhibicid de I'expressio d’ambdods

enzims induibles.

Com a consequéncia d’estimuls fisiologics o patologics, el NF-xB
indueix la produccié d’IL-6, wuna citocina involucrada en el
desenvolupament de la fase cronica de la malaltia i produida
principalment per macrofags CD11b+ de la lamina propria i cél-lules T
CD4+. Funcionalment, IL-6 estimula directament la supervivencia i
proliferacid de les cel-lules epitelials de l'intesti al lloc d’inflamacid, el que
promou la formacio de tumors (Becker et al., 2004). En I'estudi de Sdnchez
de Medina et al. (2010), els autors suggereixen que la reduccié de
I’expressid genica d’aquesta citocina podria ser una estrategia terapeutica
gue podria potencialment contribuir a la resolucido de la colitis.
Previament, bloquejant el receptor de IL-6 es va demostrar que aquesta
via de senyalitzacid juga un paper fonamental en el desenvolupament de
la colitis mitjancant I'activacio de la via de senyalitzacid de STAT3 (Atreya
et al., 2006). A més, s’ha vist un increment de cel-lules epitelials positives
a IL-6 i p-STAT3 en pacients amb CU respecte a voluntaris sans (Li et al.,
2010). Es creu que aquest factor de transcripcié esta involucrat en la
progressio més que en l'inici de la malaltia, i s’ha demostrat que pot ser
mediador de la resisténcia a I'apoptosi en la inflamacid intestinal cronica
(Atreya, 2000). En aquest sentit, existeix una recolzada evidéncia de que
les estratégies dirigides a la via de senyalitzacié de IL-6/STAT3 tenen un
potencial superior per tractar la colitis de forma més efectiva. Les dades
obtingudes confirmen els resultats d’altres estudis que demostren que el

171



DLSeUsSsLd

tractament amb acid el-lagic inhibeix la producciéo d’IL-6 (Umesalma i
Sudhandiran, 2010). A més, els nostres resultats proporcionen evidéncia
de que aquesta inhibicid pren lloc a nivell transcripcional. Com s’esperava,
I’expressid de la forma fosforilada de STAT3 al colon va ser drasticament

suprimida en ratolins tractats amb acid el-lagic i exposats a DSS.

Investigacions recents han demostrat que la produccid d’EROs
dependent de la NADPH oxidasa esta involucrada en la fosforilacio i
activacié de STAT3 per la Jak2 (Cheng et al., 2013). En aquest context, a
I’estudi s’ha demostrat que, en ambdds models de colitis, agut i cronic,
I’apocinina va resultar efectiva en inhibir I'activitat del factor STAT3, la
gual cosa va comportar una reduccié en la citocina inflamatoria IL-6

principalment involucrada en aquesta via de senyalitzacio.

Un important mediador que participa en iniciar i amplificar la
cascada inflamatoria en la mucosa en pacients amb MIl és TNF-a, i és
també un dels més ben caracteritzats agonistes de la via de les MAPKs.
Aguestes cinases sdn components de les cascades de senyalitzacid en les
guals diversos estimuls extracel-lulars convergeixen per iniciar la
inflamacid. Entre les principals MAPKs involucrades en la MIl s’ha descrit
gue la forma fosforilada de p38 i, per tant, la seua activitat, estan
especialment incrementades en la mucosa del colon de pacients afectats
per la malaltia (Docena et al., 2010; Feng i Li, 2011). En particular,
I’activacié de la cinasa s’ha vist que contribueix a la modulacié de Ia
capacitat de transactivacié de la subunitat p65 del NF-kB (Vanden Berghe
et al., 1998). Hollenbach et al. (2004) van trobar que l'inhibidor de p38
MAPK, SB203580, alleujava les alteracions histologiques i millorava els

marcadors inflamatoris en un model experimental de colitis induit per DSS
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en ratolins. En qualsevol cas, malgrat els efectes laterals obvis d’aquests
inhibidors, la qual cosa limita la seua aplicacid, esta clar que p38 MAPK
esta activada de forma excessiva en pacients amb CU, i la seua inhibicid
pot efectivament suprimir la produccié de citocines proinflamatories i

debilitar la inflamacio intestinal.

En l'estudi, es va observar una activacid excessiva de p38 MAPK
durant el desenvolupament de la colitis cronica. En canvi, el tractament a
llarg termini en la dieta suplementada amb acid el-lagic va resultar en una
significativa inhibicié de I'expressié de la seua forma fosforilada, la qual
cosa concorda amb els resultats de Rosillo et al. (2012) en un model de
MC. Encara que es tracta de malalties diferents, van Beelen Granlund et
al. (2013) han demostrat recentment, per mitja d’una meta-analisi sobre
I’expressid genica del genoma del colon, que existeix una certa similitud
entre la mucosa inflamada de pacients amb CU i MC, el que suggereix que
una vegada s’ha establert la inflamacid, el mecanisme inflamatori en Ia

mucosa és exactament el mateix en ambdues malalties.

Al seu torn, tant les MAPKs com la PKC participen en la fosforilacid i
activacid de la NADPH oxidasa (El-Benna et al., 2009). De fet, el pas clau en
I’activacié de la oxidasa és la fosforilacié de la proteina citosdlica p47phox
(Klink et al., 2009), la qual conté al menys sis llocs diana potencials de
fosforilacié de serina per a PKC i dos per a MAPKs (Reeves et al., 1999;
Yamamori et al.,, 2000). D’igual manera que l'acid ellagic, la
suplementacié d’apocinina en la dieta a llarg termini va reduir
significativament l'increment de la fosforilacié de p38 MAPK al teixit del
colon. Aquest fet es correlaciona amb estudis anteriors on I'apocinina

protegeix front al dany inflamatori pulmonar induit per LPS mitjangant la
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inhibicio de I'activacié de p38 junt amb la reduccié de I'activitat MPO,
I’expressid de citocines com IL-1B i TNF-a i I'activacié de NF-xB al teixit

pulmonar (Chian et al., 2012).

Un altra de les principals vies intracel-lulars activades en la Mll és la
PI3K/Akt. Hi ha evidéncia que la fosforilacié d’Akt, dependent de PI3K, és
un esdeveniment primerenc per a la senyalitzacié en la CU (Huang et al.,
2011). De fet, la interaccido de p-Akt amb PIP3 a la membrana cel-lular,
estimula la fosforilacio de dianes que regulen diverses funcions immunes i
inflamatories, incloent el reclutament de macrofags i neutrofils i I’activacid
de les cel-lules T (Peng et al., 2010). Una d’aquestes dianes és el NF-kB. La
forma fosforilada d’Akt activa el factor de transcripcido per mitja de la
fosforilacié d’IxB, principalment IkBa (Sizemore et al., 1999; Reddy et al.,
2000; Gustin et al., 2004), la qual cosa facilita I'expressidé i secrecié de
citocines proinflamatories que, en ultima instancia, causen dany a la
mucosa i comporten el desenvolupament de la colitis. Aquest fet
s’evidencia amb l'inhibidor de PI3Ky, AS605240, que ha demostrat efectes
antiinflamatoris en diversos models murins experimentals, entre ells el de
CU per DSS, on l'inhibidor va ser capa¢ de suprimir la infiltracio de
leucocits i regular el desequilibri entre citocines pro- i antiinflamatories
(Peng et al., 2010). Altres inhibidors de PI3K/Akt s’han suggerit com a
potencials agents terapéutics en el tractament del cancer colorectal.
Diverses investigacions associen aquesta via amb la tumorigenesi al colon
i, en aquest sentit, molts productes naturals s’han establert com efectius
inhibidors de la via PI3K/Akt i en conseqliencia eficacos agents

antitumorals (Pandurangan et al., 2013).
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En concordanca amb altres estudis, en el model cronic de CU
induida per DSS, la via PI3K/Akt es troba activada (Peng et al., 2010, Huang
et al., 2011), com es va poder observar per I'augment de p-Akt a la
mucosa del colon dels animals afectats. En canvi, tant I'acid el-lagic com
apocinina van reduir de forma significativa I'expressid proteica de p-Akt a
la mucosa. Resultats semblants han sigut reportats per a I’acid el-lagic en
un model de cancer colorectal en rates per mitja de la inhibicié de la
senyalitzacié PI3K/Akt, el que va resultar al seu torn en la modulacié de
molecules apoptotiques com Bcl-2, Bax i la caspasa 3 (Umesalma i
Sandhandiran, 2011), demostrant aixi el potencial efecte quimioprotector

d’aquest polifenol.

D’altra banda, apocinina va ser emprada a I'estudi de Zhang et al.
(2009) per bloquejar la NADPH oxidasa, la qual suggereixen els autors que
esta ampliament involucrada en I'activacio d’Akt per mitja de mecanismes
dependents de PI3K. Cal tindre en compte que les EROs procedents de la
NADPH oxidasa tenen un paper important en la regulacié d’aquesta via,
induint I"activacié d’Akt en una gran varietat de linies cel-lulars (Wang et
al., 2007). A més, diversos autors suggereixen que la via PI3K/Akt pot
regular I'expressié de gens diana dependents del NF-xB (Martelli et al.,
2006) i induir la proliferacié i inhibicid de I'apoptosi en cel-lules, el que
segons Huang et al. (2011), podria alleujar la resposta inflamatoria i assolir

un resultat terapeutic en pacients amb CU.

Amb la fi de corroborar algun dels resultats obtinguts in vivo, es va
plantejar l'estudi de l'efecte d’aquests compostos sobre mediadors
inflamatoris alliberats a partir de macrofags RAW 264.7, un tipus cel-lular

ampliament involucrat en el desenvolupament de la inflamacié intestinal.
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El principal escull que es presenta va ser la solubilitat de I'acid el-lagic, la
gual cosa va fer impossible estudiar-lo en les condicions establertes.
D’altra banda, pel que fa a I'apocinina, aquesta es considera un profarmac
que sembla exercir el seu efecte per mitja del seu metabolit actiu, la
diapocinina. Kanegae et al. (2010) reforcen la importancia de la
bioconversid d’apocinina en diapocinina per dur a terme els seus efectes
biologics. A I'estudi, es va sintetitzar diapocinina i es van avaluar els seus
efectes antiinflamatori i antioxidant comparats amb la seua precursora

apocinina en diversos models experimentals in vitro i in vivo.
ESTUDIS IN VITRO

El model de macrofags murins RAW 264.7 estimulats amb LPS es
considera adequat per tal d’identificar dianes moleculars d’agents
antiinflamatoris. Després del tractament amb LPS, la proteina inhibitoria
IkB allibera el factor NF-xB que es transloca al nucli on indueix la
transcripcio de diversos gens diana. Altres factors transcripcionals sén
alhora activats per les cascades de senyalitzacié de les MAPKs. Tots
aquests esdeveniments culminen en un rapit canvi en I'expressid de gens
gue codifiquen citocines, enzims proteolitics i hidrolitics, aixi com enzims
que participen en la produccié de mediadors inflamatoris (Burk et al.,

2009).

En resposta al LPS, els macrofags rapidament indueixen I’alliberacié
de TNF-a, la qual actua induint i perpetuant la inflamacié per reaccions
autoimmunes que activen alhora cel-lules T i macrofags per mitja de la
produccié d’altres citocines com IL-6 i IL-1B, i molécules d’adhesio,
responsables d’incrementar el reclutament de leucocits al lloc d’inflamacié

(Ying et al., 2013). A l'estudi, I'apocinina va inhibir I'alliberacié de les
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citocines TNF-a i IL-6, fins i tot a la dosi més baixa, mentre que la
diapocinina va tindre un efecte inhibitori significativament superior al de
la seua precursora per a les tres citocines esmentades. Aquest efecte
concorda amb l'estudi de Kanegae et al. (2010) en cél-lules mononuclears
de sang periféerica estimulades amb LPS, on ambdds productes soén
efectius front a TNF-a, pero de la mateixa manera, diapocinina mostra

major eficiencia.

L’excessiva generacié de NO induida pels macrofags activats actua
com un mediador de dany cel-lular. Aquesta excessiva produccid és per
mitja principalment d’iNOS, la qual pot ser al seu torn incrementada en
macrofags (Xie i Nathan, 1994). A I'estudi, novament diapocinina, amb un
efecte dosi-dependent, va ser més efectiva que apocinina en inhibir la
produccid de NO, i a més es va confirmar aquest fet en I'expressio
proteica d’iNOS. Apocinina tan sols va ser efectiva a la dosi més elevada
(400 uM), la qual cosa es correlaciona amb un estudi previ que demostra
gue I'apocinina inhibeix la produccié de NO al mateix model experimental

a concentracions de I'ordre d’1 mM (Viackova et al., 2011).

Si bé es coneix que la participacio de les EROs esta implicada en
I’activacié de la via de senyalitzacié del NF-xB, el mecanisme molecular
exacte d’aquesta activacid roman pobrament definit. Diversos estudis
demostren que els antioxidants poden funcionar com antiinflamatoris per
mitja de la reduccié de H,0, (Kim et al.,, 2008). Les nostres dades
demostren que diapocinina va ser més efectiva que apocinina en inhibir Ia

producci6 intracel-lular de H,0, pels macrofags.

En I'estudi, I'apocinina no va ser efectiva en inhibir I'activacié del

NF-kB, en canvi la diapocinina va bloquejar I'activacio del factor per mitja
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de la inhibicié de la fosforilacid del seu inhibidor IkBa. S’ha vist que
I’apocinina redueix tant la translocacid com I'expressido de la subunitat
p47phox en la membrana de monocits estimulats durant un llarg periode
de temps. A més, s’ha vist que la subunitat p47phox participa en
I’activacié del factor per mitja de I'associacié del seu domini SH3 amb la
subunitat RelA del factor de transcripcid en cél-lules endotelials (Gu et al.,
2003). Per tant, es suggereix que |'efecte inhibitori de diapocinina en
I’activacié de NF-xkB de macrofags, podria incloure la reduida modulacio
de la subunitat de I'oxidasa i, tenint en compte que els efectes de p47phox
i COX-2 van de la ma, aquest fet podria ser responsable de la reduccié en

I’expressio de I'enzim.

Per concloure, I'abséncia d’efecte d’apocinina en I'estudi in vitro
podria explicar-se per |'Us d’'una dosi insuficient. Malgrat que I'apocinina
és ampliament emprada per a bloquejar I'activitat de I'oxidasa a diversos
estudis farmacologics, la seua dosi efectiva és de I'ordre mM (Kim et al.,
2008; Viackova et al., 2011). D’altra banda, com que cal un ambient
oxidatiu per tal d’activar I'acetofenona, la seua caréncia d’efecte podria
ser deguda a la incapacitat del LPS d’induir una intensa generacié d’EROs.
Barbieri et al. (2004) van trobar que la quantitat d’EROs induida per LPS en
monocits humans, era quatre vegades inferior a aquella produccio
procedent dels monocits activats per TPA i zimosan opsonitzat, els quals
son factors més efectius en modular I’activacio d’apocinina per mitja de la

peroxidasa.

En I'estudi in vitro, el flavonoide rutina va ser efectiva en inhibir la
producciéo d’EROs i NO a la minima concentracid, en canvi, no va mostrar

cap efecte sobre I'expressido dels enzims iNOS i COX-2, la qual cosa
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concorda amb estudis previs (Shen et al., 2002b). Diversos autors posen
de manifest que la rutina és convertida a quercetina per tal d’exercir el
seu efecte (Morand et al., 2000), per tant, és possible que, a diferencia del
gue ocorre in vitro, els efectes observats en els estudis in vivo pogueren

ser consequencia de la seua hidrolisi.
APOCININA | DIAPOCININA EN ALTRES MODELS EXPERIMENTALS

Els estudis in vivo d’inflamacié aguda i cronica per aplicacid topica
de TPA i edema plantar per aplicacid de carraguenina recolzen |'efectivitat
superior de diapocinina observada en el model in vitro. Si bé diapocinina
(100 mg/kg) va reduir I'espessor macroscopic del lobul de I'orella
inflamada en els models agut i cronic, amb un efecte semblant als farmacs
de referéncia, apocinina (100 mg/kg) no va aconseguir aquest efecte en
cap dels models d’inflamacié auricular emprats. Aquesta milloria induida
per diapocinina no va estar acompanyada d’una reduccié de la infiltracio
de neutrofils en el model cronic, detectada histologicament i per la
determinacio de l'activitat MPO, la qual cosa podria suggerir que el seu
efecte poguera estar mediat per la inhibicid de l'activitat dels neutrofils
infiltrats més que pel nombre o la viabilitat d’aquests. S’Tha demostrat en
ratolins que manquen d’'una NADPH oxidasa funcional, que és I'activitat
dels neutrofils infiltrats més que el seu nombre el que determina
I’extensid del dany local i, per tant, inhibir I'activitat seria beneficids per
tal de limitar el dany tissular i accelerar la reparacid/regeneracio del teixit

afectat (Gao et al., 2002).

D’altra banda, s’ha vist que la supressié d’un dels gens responsable
de la produccio de COX-2 en ratolins és capac¢ de reduir el procés

inflamatori en diversos models d’inflamacid cutania, el que indica aquest
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fet que els metabolits de I’acid araquidonic derivats de COX-2 exerceixen
un paper critic en les malalties inflamatories de la pell (Muller-Decker et
al., 2002). A l'estudi, apocinina i diapocinina van reduir de forma

significativa I'expressié de COX-2 al teixit auricular.

En definitiva, establir un mecanisme exacte d’actuacid dels
compostos en estudi és una tasca complicada. Cal tindre en compte que
nombrosos agents aillats de fonts naturals han demostrat una important
activitat antiinflamatoria per mitja del bloqueig de NF-xB (Nam, 2006).
Curcumina (Zhou et al., 2011) o shikonina (Andujar et al., 2012), entre
altres, van suprimir a més la via de I’'STAT3, el que suggereix que tenen
multiples dianes. L’acid el-lagic, apocinina i rutina, fins i tot a dosis baixes
possiblement assolides a 'intesti després de I'administracidé oral, modulen
les principals vies implicades en el desenvolupament de la CU. Tanmateix,
el compostos fenolics sén productes derivats en la majoria dels casos dels
aliments i sén utilitzats, a més, com a suplements dietétics en capsules,
pols, tabletes o formes liquides, la qual cosa suposa que siguen reconeguts
com a productes segurs (Espin et al., 2007b). A més, ates que la solubilitat
d’aquests productes limita I'eleccié d’una via d’administracié adequada i
efectiva, una possibilitat de tractament recau en la suplementacio, bé de
la dieta habitual, bé de qualsevol formula nutricional completa amb
aquests compostos. Com exemple, en els ultims anys diverses férmules de
nutricié artificial han sigut modificades amb dosis farmacologiques de
nutrients (glutamina i acids grassos ®-3), fibra dietetica, pre- i probiotics i
fins i tot, molecules no relacionades amb I'alimentacié com TGF-, amb
I’objectiu de reproduir I'alimentacid saludable, de corregir la malnutricio,
d’atenuar el catabolisme, la inflamacid i la immunosupressio i incrementar

la resolucié i curacié d’una malaltia (Shapiro et al., 2007).
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Pel que fa a la farmacocinetica dels compostos fenolics, els estudis
son escassos (He et al., 2011). En aquest context, es va plantejar un estudi
preliminar de I'absorcid intestinal d’apocinina en un model experimental
de perfusid in situ utilitzant rates sanes i malaltes de CU (Sanchez-Rivera,
2012) (Annex Il). Després de l'administracié oral d’apocinina, es va
demostrar que I'absorcié es produia quasi totalment a l'intesti prim. No
obstant aix0, aquest fenomen es va veure afectat quan la colitis estava
establerta, el que suggereix que I'absorcié es produia per transport actiu i
que el DSS pot repercutir en l'afinitat/velocitat maxima del portador
involucrat. No obstant aix0, se sap que el DSS tan sols afecta a la mucosa
del colon i no hi ha evidencies que demostren les alteracions induides en
els transportadors. A més, l'absorcié d’apocinina al colon es va
incrementar en rates amb CU, fet que podria interpretar-se per 'laugment
de la permeabilitat paracel-lular degut a [l'alteracié de [I’estructura
intestinal, per I'increment de cel-lules inflamatories i els seus productes
d’inflamacio, i per I'augment del flux sanguini a la mucosa ulcerada i
inflamada. En qualsevol cas, la constant d’absorcié d’apocinina al colon va
resultar suficient per tal de prevenir que la seua administracio
intracolonica en preséencia de CU podria derivar en I'aparicio de nivells en
sang que suposarien I'efecte protector de I'acetofenona front a la malaltia
per accid sistémica. Lamentablement, la baixa sensibilitat del procés
analitic no va fer possible quantificar amb exactitud la concentracié
plasmatica d’apocinina després de la perfusié intestinal, encara que es van
trobar traces d’apocinina i diapocinina. Per tant, I'estudi suggereix que
després de la ingestid d’apocinina, aquesta s’absorbiria principalment al
tracte intestinal i que I'afectacié per DSS indueix un canvi en el patrd

d’absorcid, incrementant la seua absorcid al colon, de tal manera que la

181



DLSeUsSsLd

seua activitat antiinflamatoria en la CU no podria considerar-se merament
topica, i que, com en els altres models d’inflamacié, el producte

responsable de I'activitat seria la diapocinina.

A falta de més estudis, farmacocinetics i terapeutics, es pot
concloure que l'acid el-lagic, apocinina i rutina sén efectius i segurs en el
tractament de la CU, la qual cosa fa que puguen ser considerats com
adequats complements antiinflamatoris en el tractament convencional de

la malaltia.
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Concluslons

. La suplementacié de la dieta amb acid el-lagic, apocinina o rutina
protegeix de la inflamacid intestinal induida en el model de colitis
per DSS, amb la reducci6 del dany intestinal macroscopic i
histologic, aixi com dels principals mediadors implicats en la

resposta inflamatoria.

. L’efecte beneficios de I'acid el-lagic adquireix una major rellevancia
durant la fase cronica de la malaltia. Després d’una prolongada
administracid, el polifenol redueix la inflamacid pel bloqueig
transcripcional de la citocina IL-6 i inhibicié de I'activacid de p38

MAPK, els factors NF-kB i STAT3 i la via d’Akt.

. L’addicié en la dieta d’apocinina té un efecte antiinflamatori en les
fases primerenques i tardanes de la malaltia. L'acetofenona
manifesta un important efecte protector després d’un atac agut,
observat per la marcada disminucid de I'l|AM i una reduida infiltracié
cel-lular a la mucosa, que es correlacionen amb ['afectacié de

I’activacio de les vies del NF-xB i STAT3.

. El tractament amb rutina modula la inflamacid intestinal aguda i
cronica protegint en ambdds casos front al dany intestinal. En I’atac
agut, la rutina inhibeix I'expressié d’iNOS i COX-2, aixi com la

produccié d’IL-6, TNF-a,IFN-y i VCAM-1.

. Encara que no s’ha avaluat I'efecte de diapocinina en la colitis
ulcerosa, cal assenyalar que aquest metabolit de I'apocinina és el
responsable de I'activitat antiinflamatoria in vivo, al menys en altres

models d’inflamacié aguda i cronica assajats. A més, s’"ha comprovat
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gue mostra un major efecte antiinflamatori, fet suportat pels
resultats obtinguts en els estudis in vitro. A nivell molecular
diapocinina bloqueja la via del NF-xB impedint la degradacio de

I"inhibidor 1kBa.

Els resultats obtinguts son prometedors perd sén necessaris més
estudis per a recolzar I'GUs d’aquests compostos fenolics com a
potencials complements i/o tractaments alternatius en pacients

amb malaltia intestinal inflamatoria.
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ANNEXDS

ANNEX I. SEMISINTESI DE DIAPOCININA

La sintesi quimica del dimer diapocinina es va portar a terme
mitjancant la dimeritzacid oxidativa d’apocinina segons descriuen
Luchtefeld et al. (2008). Aquesta sintesi és quasi una replica de la sintesi
publicada de la dihidrodivanil-lina a partir de la vanil-lina (Elbs i Lerch,
1916). Es tracta d’una reaccié d’oxidacié-reduccié (Figura Al.1) que
requereix in situ la formacid de radicals sulfat capacos d’eliminar un atom

d’hidrogen de cada moléecula d’apocinina, la qual cosa doéna lloc a la

diapocinina.
o o, CH, o\
N FeSO, 7H,0 o) \ CH,
Na,S,0,
/CH3 HZO, 100 °C, 5 min Q O
0
H,C—0 OHHO 0—CH,
OH

Figura Al.1. Reaccié de conversié d’apocinina a diapocinina

La reaccid es va iniciar dissolent 2 g d’apocinina en 200 mL d’aigua
desionitzada mitjancant agitacio i calfant fins a aconseguir una ebullicié
suau. A continuacio, es van afegir 0,15 g de FeSO,-7H,0i 1,6 g de Na,S,0s,
i es va observar, gradualment, la formacié d’un precipitat marré intens.
Després de 5 min d’agitacid, es va deixar refredar la solucié per a
posteriorment ser filtrada a través d’un paper de filtre Shark Skin” sobre
un embut Buchner (Figura Al.2). Degut a l|'escassa solubilitat de
diapocinina, fins i tot en aigua calenta, dona lloc a un precipitat que pot
contenir contaminants com ferro, sulfat i persulfat. Per tal d’eliminar

aquests agents, aixi com traces d’apocinina que no hagen reaccionat, es va
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redissoldre el precipitat en 25 mL d’una solucié aquosa de NH,OH 3N i es
va precipitar de nou afegint lentament 15 mL d’HClI 6N amb agitacio.
Aquest segon precipitat es va filtrar de nou i es va rentar tres vegades amb
metanol bullent. El producte purificat es va deshidratar en un dessecador
abans de ser utilitzat i es va pesar per tal de calcular el rendiment de la
reaccio a partir de la seglient formula:

mols producte obtingut

% Rendiment = : x 100
mols producte partida

El rendiment obtingut en la conversié d’apocinina en diapocinina va
ser d’'un 33%. A continuacio, el producte obtés es va identificar amb
tecniques de espectroscopiques de RMN del proté (*H-RMN) i
d’espectrometria de masses (EM). Ambdues analisis espectrals es van

realitzar al Servici de Ressonancia Magnetica Nuclear del SCSIE.

Figura Al.2. Procés de sintesi quimica de diapocinina al laboratori.
— Elucidacio estructural

D’una banda, I'espectre de 'H-RMN aporta informacié sobre
I’estructura del compost obtingut a través de I'analisi detallada dels
moments magnetics dels atoms d’hidrogen presents en la molécula.
D’altra banda, I'espectre de masses proporciona les dades sobre la massa

molecular i les seues fragmentacions caracteristiques.
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A la molecula de diapocinina hi ha cinc tipus de protons diferents,

els quals poden ser comptabilitzats pels cinc pics observats a I'espectre de

'H-RMN (Bruker AC 300 MHz) registrat en DMSO-d;, i d’acord amb Dasari

et al. (2008). D’una banda, els dos senyals a 7,451 i 7,463 ppm

corresponen als dos tipus de protons aromatics (CH aromatic). Els senyals

a 3,895 ppm i a 2,494 ppm corresponen als protons metoxil i acetil

(-OCH3;, —CHj;, respectivament). Finalment, el senyal a 9,465 ppm

correspon al protd alcoholic (—OH). El senyal residual al voltant de 3,2 ppm

es degut al HOD, la humitat de la mostra que bescanvia un dels seus

protons (Figura Al.3).

CH, o)

H;C—O0 OHHO 0—CH,

ppm (1)

OCH;

HOD

3.0

CH,

—4000C

3000C

2000(

+—1000C

Figura Al.3. Espectre de ‘*H-RMN (Bruker AC 300 MHz, DMSO-ds) de diapocinina
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’espectre de masses del producte va presentar un i6 de m/z 329,
que es corresponia amb la molécula desprotonada [M—H"]" (Figura Al.4).

Aixi, les dades sén consistents amb la diapocinina.

E28 .06

Figura Al.4. Espectre de masses de diapocinina
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ANNEX II. ESTUDI PRELIMINAR D’ABSORCIO D’APOCININA EN
RATES AMB CU INDUIDA PER DSS.

El present treball es va realitzar al Departament de Farmacia i
Tecnologia Farmaceutica baix la direccid de les professores titulars Dra.
M2 Carmen Recio Iglesias i Dra. Teresa M2 Garrigues Pelufo, i va donar lloc
a un treball de fi de Master titulat: “Estudi de I"absorcié d’apocinina, un
derivat fenolic amb activitat antiinflamatoria, en rates amb CU induida per
DSS”. Els resultats obtinguts a I'estudi van ser presentats al sise Congrés
Europeu de Farmacologia (EPHAR 2012), per mitja d’'un poster titulat
“Study of the absorption of apocynin, anti-inflammatory natural product,

in rats with ulcerative colitis induced by dextran sodium sulfate”.

Amb [l'objectiu de determinar la constant d’absorcié (Ka)
d’apocinina en rates Winstar sanes i malaltes de CU es va induir la malaltia
per I'administracié de DSS a una concentracié de 3,4% durant 7 dies en
I'aigua de beguda. Finalitzada I'experiéncia, els animals es van processar
per a I'estimacié del parametre d’absorcié d’apocinina per mitja de la
tecnica de perfusid in situ de Doluisio (Doluisio et al., 1969) a 'intesti prim

i colon.

— ESTUDI D’ABSORCIO D’APOCININA A LINTESTi PRIM DE RATES SANES |
MALALTES:

En condicions normals, I'absorcié d’apocinina a lintesti prim pot
considerar-se com lucrativa, ja que la seua semivida d’absorcié es situa al
voltant dels 5 min (Figura All.1A). Aquest fet suposa que, després de la
seua administracié oral, la seua absorcid es produira quasi totalment en

aquest tram intestinal. Per contra, la presencia de la malaltia va suposar
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una reduccio significativa de I'absorcié d’apocinina a l'intesti prim, com es

va poder observar per la reduccié del valor de Ka (Figura All.1B).

. Cromanent
t (min) L.
apocinina (pg/mL)

5 400,94
10 395,03 Ka (h1) 2,99+ 0,64
15 262,26

+
20 208,06 AO (ug/mL) 528,76 + 264,22
25 156,14 r 0,98
30 114,37
B) 3 C romanent
t (min) .
apocinina (ug/mL)

5 437,43

10 315,66 Ka (h*) 4,33+0,58*
15 211,71

AO (png/mL) 662,72 + 226,64

20 136,49
25 93,70 r 0,99
30 67,67

Figura All.1. Estudi d’absorcié d’apocinina perfosa a I'intesti prim de rates sanes
(A) i malaltes per CU induida per DSS (B). Les taules a |'esquerra mostren les
concentracions romanents d’apocinina mesurades a diferents temps després de la
perfusié d’1 mg/mL a l'intesti prim. A la dreta es mostra el valor de la constant
d’absorcié (Ka). Significativament diferent vs Ka en rates sanes: *p<0,05 (t de
Student, n = 6-8).

— ESTUDI D’ABSORCIO D’APOCININA AL COLON DE RATES SANES | MALALTES:
Curiosament, la influéncia de la malaltia al colon va tindre un efecte
contrari a aquella de l'intesti prim, ja que I'absorcié d’apocinina es va

incrementar en un 45 % en rates malaltes respecte a les sanes en aquest

tram del tracte intestinal (Figura All.2).
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. Cromanent
t (min) .
apocinina (ug/mL)
5 486,53
10 239,36
15 140,76
20 73,28
25 40,25
30 24,49
B) . Cromanent
t (min) .
apocinina (pg/mL)
5 446,16
10 257,26
15 147,68
20 80,81
25 42,69
30 19,86

Ka (h?) 7,94+ 0,71
AO (pg/mL) 934,91+ 64,49
r 0,95

Ka (h?) 6,84 + 0,34*
AO (pg/mL) 845,38+ 62,06

r

0,99

Figura All.2. Estudi d’absorcié d’apocinina perfosa al colon de rates sanes (A) i
malaltes per CU induida per DSS (B). Les taules a |'esquerra mostren les
concentracions romanents d’apocinina mesurades a diferents temps després de la
perfusié d’1 mg/mL al colon. A la dreta es mostra el valor de la constant
d’absorcié (Ka). Significativament diferent de Ka en rates sanes: *p<0,05 (t de

Student, n = 6-8).
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Abstract

v

Apocynin, a constituent of Picrorhiza kurroa, suc-
cessfully inhibits NADPH oxidase and shows
promise as an anti-inflammatory drug. Now, we
report anti-inflammatory effects of apocynin in
an experimental colitis model induced by dextran
sulfate sodium as well as the effects on the medi-
ators involved in this process. Apocynin reduced
the colitis induced in mice by administration of
5% dextran sulfate sodium during 7 days. Mice
were fed a control diet or a diet supplemented
with 2% of apocynin or 2% of rutin. Sulfasalazine
(50 mg/kg, p.o.) was used as a positive control.

Treatment with apocynin and rutin ameliorated
the course of colonic inflammation with results
similar to those of the reference drug, as could be
seen by reductions in the disease activity index
scores and colon length. NO and PGE; production
as well as the iNOS and COX-2 expression were re-
duced by apocynin and rutin. Moreover, the acti-
vation of NF-xB p65 as well as STAT3 in dextran
sulfate sodium-treated colon tissues was signifi-
cantly reduced by apocynin. These results are
promising for further experimental studies on
treating gastrointestinal diseases and on the po-
tential protective effects of apocynin.

Introduction

v

Inflammatory bowel disease (IBD) is an idiopathic
disease characterized by abdominal pain, severe
diarrhea, rectal bleeding, and weight loss, with in-
volved regions of the bowel often exhibiting an
intense infiltration of leukocytes, crypt cell hy-
perplasia, interstitial edema, and mucosal ulcera-
tions. The two major clinically defined forms of
IBD, Crohn’s disease and ulcerative colitis, can
manifest either as chronic remittent or progres-
sive inflammatory conditions. Both are associated
with an increased risk for colon cancer [1]. Along
with extensive gut inflammation and tissue in-
jury, IBD is characterized by enhanced production
of reactive oxygen species (ROS), largely gener-
ated by nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate oxidase (NADPH oxidase), which is present
in the plasma membrane of phagocytic cells such
as macrophages and polymorphonuclear leuko-
cytes [2]. In IBD patients, nuclear factor (NF)-xB
plays a key role in the proinflammatory response,
resulting in the strongly enhanced expression of
proinflammatory genes and the recruitment of
excess inflammatory cells to the intestinal wall
[3]. Increased NF-xB expression in mucosal mac-
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rophages is accompanied by an increased capacity
of these cells to produce and secrete proinflam-
matory cytokines such as tumor necrosis factor
(TNF)-a, interleukin (IL)-1f, and IL-6 [4].
Although the etiology and pathogenesis of IBD
have yet to be determined, various experimental
models of enterocolitis have led to a better under-
standing of the disease. Colitis in mice may be in-
duced by chemicals such as dextran sulfate sodium
(DSS) in drinking water, causing weight loss, diar-
rhea with blood, and shortening of the colon [5].
Corticosteroids and immunosuppressant drugs
constitute the basis of treatment for IBD but, be-
cause they do not always assure satisfactory out-
comes, better treatment strategies that effectively
attenuate the mucosal inflammation with fewer
side effects are sorely needed. Thus, dietary phe-
nolics may be an alternative or can be used com-
plementarily to control this disease [6-9]. Re-
cently, we have demonstrated the potential pro-
tective effect of a phenolic cocoa extract [10],
oleuropein [11], or shikonin [12] in the DSS-in-
duced mice ulcerative colitis. Furthermore, we
have established their mechanism of actions that
include inhibition of transcription factors such as
signal transducer and activator of transcription
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Fig.1 Chemical structure of apocynin (a) and rutin (b).

(STAT)1 and STAT3 [10], NF-kB [11], or both NF-xB and STAT3
[12]. Vanillic acid is a dietary compound that ameliorates the ex-
perimental colitis [13]. Similar to this compound is apocinyn or
4-hydroxy-3-methoxy-acetophenone (© Fig.1a), a constituent
of the Himalayan herb Picrorhiza kurroa Royle (Scrophularia-
ceae). It is used in experimental pharmacology as an inhibitor of
NADPH-oxidase complex [14]. An increasing number of in vivo
experiments have shown the potential of apocynin as a possible
anti-inflammatory drug in experimental arthritis [15] or airway
inflammation [16,17]. The anti-inflammatory effect of apocynin
in experimental Crohn’s disease has been previously reported by
Palmen et al. [18] and Rachmilewitz et al. [19], however this is
the first time that apocynin is examined on a model of experi-
mental ulcerative colitis induced by DSS, and the mechanisms in-
volved, different from that of the known antioxidative action, are
discussed.
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Results

v

Five clearly distinguished groups of mice were used in the study.
Except for the sham group, which received tap water with no ad-
ditives, all other groups of mice were given drinking water sup-
plemented with 5% DSS. Two of these groups were given diets
supplemented with apocynin or rutin to a final content of 2%
(w/w), and the third group received by oral gavage the reference
drug sulfasalazine (50 mg/kg). Water consumption and diet were
checked every day; no differences among the experimental
groups were observed. Mice given 5% DSS in drinking water for
7 days developed signs of severe acute colitis without mortality.
Animals in the treatment groups consumed either 4.13 g of apoc-
ynin/kg or 4.35 g of rutin/kg daily, which in humans is equivalent
to 334 mg/kg and 352 mg/kg, respectively, according to the hu-
man equivalent formula [20].

One prominent sign of colitis was a gradual reduction in initial
body weight, however, significant recovery from a DSS-induced
decrease in body weight was observed in the apocynin group
(p<0.001) as well as in the reference group (p <0.05) (© Fig. 2A).
The treated groups exhibited an improvement in the appearance
of feces and alleviation of bloody stool, which led to a marked de-
cline in DAI values (according to Cooper et al. [21]): 3.17 £0.08
(control group) vs. 1.56+0.15 (apocynin group, p<0.001),
2.14+0.13 (rutin group, p<0.01), and 2.08 +0.19 (sulfasalazine
group, p <0.05). Throughout the study, a group of mice receiving
apocynin or rutin alone showed no significant alterations in the
body weight and the inflammation score in comparison with
sham mice (data not shown). Macroscopic examination of colon
specimens after 7 days of DSS treatment revealed significant
differences in length reduction (© Fig.2B). It was significantly
lower in the colitis than the normal colons: 5.29+0.21 cm
(control group) vs. 9.18 + 0.39 (sham group, p <0,001). This effect

Fig.2 Effect of apocynin, rutin, and sulfasalazine

I DSS
DSS + sulfasalazine treatment on acute DSS colitis. Balb/C mice were
A 5 DSS + apocynin given water alone, 5% DSS in drinking water, or a
. combination of 5% DSS in drinking water and stan-
4 B DSS +nutin dard feed supplemented with apocynin or rutin (2%
final content w/w) and sulfasalazine by oral gavage
w 3 (50 mg/kg in 0.2 mL of water). A Total DAI score.
g : The index was scored in accordance with the scor-
> 27 el ing system in © Table 1. B Colon length. C Colon
©
£ weight-to-length ratio. * P<0.05, ** p<0.01,
z M & *** p<0.001; significantly different from the con-
..... trol group (n=6).
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Score Weight loss (%) Stool consistency
0 None Normal

1 1-5 Soft

2 5-10 Loose

3 10-20

4 >20 Diarrhea

Rectal bleeding Table 1 Criteria for scoring the
Normal disease activity index. DAl val-
Occult ue = the combined scores of

weight loss, stool consistency, and
bleeding divided by 3. Adapted
from Cooper et al. [21].

Slight bleeding

Gross bleeding

Fig.3 Effect of dietary supplementation with
apocynin and rutin on histological parameters in
acute DSS-induced colitis in mice. Four representa-
tive colonic hematoxylin/eosin sections: mice re-
ceived either fresh tap water (A), fresh tap water
with 5% DSS (B), or fresh tap water with 5% DSS and
treatment with apocynin (C) or rutin (D). Original
magnification, 200x. (Color figure available online
only.)

was prevented by apocynin (6.70+0.20 cm, p<0.05) and rutin
(6.92 £0.39 cm, p <0.05). In the sulfasalazine group, we observed
a moderate and no statistical significant effect (5.80+0.14 cm).
Significant increase in the colonic weight/length ratio (measured
as a marker of tissue edema) was observed in the colitic mice
(G Fig.2C): 37.61 £1.85 mg/cm (control) vs. 25.09 +1.02 (sham
group, p<0,001). Apocynin, rutin, and the reference drug sig-
nificantly decreased this ratio: 31.00+0.90 mg/cm (apocynin,
p<0.05), 29.05+1.25mg/cm (rutin, p<0.01), and 29.30%
2.88 mg/cm (sulfasalazine, p<0.01).

Sham mouse colon sections showed the epithelium intact with a
well-defined crypt length and no infiltration of edema neutro-
phils into mucosa or submucosa and no ulcers or erosions
(©Fig.3A; day 7). In contrast, colon tissue from DSS-treated mice
(control) showed mucosal injury with loss of crypts and epithe-
lial integrity as well as severe inflammatory cell infiltration
(© Fig. 3B). Morphological alteration associated with DSS treat-
ment was reduced upon dietary supplementation of 2 % apocynin
(© Fig. 3C) keeping the colonic architecture and reducing epithe-
lium loss. After oral rutin treatment, only a slight reduction of in-
flammatory cells and epithelium loss were observed (© Fig. 3D).
After 7 days of DSS treatment, MPO activity markedly increased
to a level approximately 6 times higher than that observed in
the sham group (© Fig. 4A). This index of neutrophil infiltration
was significantly lower in the apocynin group in comparison
with the control group: 22.93+2.60 (control) vs. 14.10+1.67
(apocynin; p<0.05).

To determine the effect of apocynin and rutin on the production
of major inflammatory mediators playing a key role in the patho-
genesis of IBD, we analyzed the production of NO, selected cyto-
kines, and PGE, in the colonic tissue after 7 days of DSS treat-
ment. The total colonic NO content was about 22 times that of

Marin M et al. Protective Effect of... Planta Med 2013; 79: 1392-1400

noncolitic mice, an increase that was mainly observed in the dis-
tal colon rather than in the middle or proximal colon. Dietary
supplementation with apocynin and rutin significantly and com-
pletely inhibited DSS-induced NO production, lowering it to the
levels observed in noncolitic mice, especially in the distal area
(CFig.4B): 161.12+9.72uM of NO per mg tissue (control) vs.
1.42+0.14uM of NO per mg tissue (apocynin, p<0.001) and
3.70+0.69 uM of NO per mg tissue (rutin, p<0.001).

The PGE; levels increased approximately 5-fold (p <0.001) upon
DSS administration, but dietary supplementation with apocynin
and rutin significantly counteracted PGE, production at day 7
(©Fig.4C): 1581.62 + 135.03 pg/mL PGE, per mg tissue (control)
vs. 1180.50 +93.04 pg/mL PGE, per mg tissue (apocynin, p < 0.05)
and 1176.54 +81.39 pg/mL PGE; per mg tissue (rutin, p <0.05).
The expression of iNOS was found to be remarkably increased in
the colons of mice with DSS-induced colitis (© Fig. 5A), while
apocynin and rutin significantly reduced its expression by 54%
and 72%, respectively (p<0.001). Similar results were found for
the induction of COX-2 (© Fig. 5B). Either apocynin or rutin sig-
nificantly prevented the upregulation of COX-2 by 49% and 59%,
respectively (p <0.05).

The production and the mRNA expression of proinflammatory
cytokines in apocynin- and rutin-treated mice with DSS-induced
colitis were compared with those of colitic and noncolitic mice.
Throughout DSS treatment, production of IL-1p, IL-6, TNF-a, and
IFN-y was significantly enhanced in the control group vs. the
sham group, while treatment with apocynin prevented it (© Ta-
ble 2). To gain further insight into the molecular mechanisms
underlying the amelioration of colitis by apocynin and rutin, we
measured the mRNA expression levels of these inflammatory cy-
tokines in the colon (© Fig. 6A-C). Colonic tissues treated with
DSS alone showed elevated IL-18, IL-6, and TNF-a mRNA expres-
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Fig.4 Effect of apocynin and rutin supplemented diet on: A MPO activity
induced by DSS in mice, B NO, and C PGE; production in colon homoge-
nates after 5% of DSS for 7 days. Data are expressed as the mean + SEM of
three experiments involving six to eight mice per group. * P<0.05,
**p<0.01, *** p<0.001; significantly different from the control group.

sion over basal levels, whereas mice whose diet had been supple-
mented with apocynin and rutin exhibited considerably reduced
colonic mRNA expression of these entities. We also examined the
levels of VCAM-1 mRNA and found that apocynin and rutin treat-
ments significantly decreased mucosal VCAM-1 mRNA expres-
sion, as shown in © Fig. 6D. These results suggest that the inhib-
itory effect of apocynin and rutin on DSS-induced production of
proinflammatory cytokines takes place at the transcription level.
In our study, we have observed a significant reduction in STAT3
levels in the DSS-treated group (© Fig. 7A), which indicates in-
creased activity of this transcription factor in the colon tissue of
colitic mice as compared to noncolitic mice. After oral treatment
with apocynin and rutin, STAT3 was significantly downregulated
to normal values (p<0.01). Treatment with apocynin and rutin
regulated the activation of NF-kB p65 in the tissues affected by
colitis (© Fig. 7B). After treatment with apocynin and rutin, acti-
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vation was significantly reduced by 52% (p<0.001) and 23%
(p <0.05), respectively.

Discussion

v

Murine DSS-induced colitis is a recently validated experimental
model encompassing both conventional and novel biological
therapies currently used to treat IBD patients [22]. Data above
shows that first-line treatment with 5-ASA compounds has lim-
ited effects on this model. One explanation could be that after
oral administration in mice, there is insufficient colonic expo-
sure. Whereas sulfasalazine is used in human chronic disease to
prevent relapses as well as in mild to moderately acute disease, it
is not generally employed in the treatment of severe acute at-
tacks, for which other treatment drugs are more successful [23].
In this paper, we have found similar results, which suggests that
the treatment period was too short for sulfasalazine to be effec-
tive. We found that apocynin or rutin incorporated into the nor-
mal diet of mice at a final concentration of 2% during seven days
attenuated both the macroscopic and histopathological altera-
tions induced in the colon by DSS and generally reduced disease
severity. Our results with rutin are in agreement with those of
Kwon et al. [24] and are very similar to those of other flavonoids
recently reviewed by Hur et al. [25].

Although previous reports have demonstrated the protective ef-
fects of apocynin on Crohn’s disease through the inhibition of
ROS production and the influx of inflammatory cells into the co-
lon [18,19], this is the first time that its effects on DSS-induced
colitis have been studied. More recently, published studies have
reported its anti-inflammatory activity on an experimental mod-
el of acute carrageenan-induced lung inflammation through its
ability to reduce infiltration of neutrophils in lung tissues, de-
crease the production of TNF-a and IL-18 and inhibit the expres-
sion of adhesion molecules while reducing the level of NF-kB p65
and iNOS in lung tissues [16]. In this research, the proposed
mechanism of action for apocynin as an anti-inflammatory agent
involves the inhibition of NADPH oxidase, thereby interfering
with ROS production. This is vital, as increased levels of ROS are
responsible for MAPK and NF-xB expression as well as the subse-
quent PARP-mediated endothelial injury and the infiltration of
polymorphonuclear cells into the affected tissue, which leads to
the release of proinflammatory cytokines and tissue damage. If
apocynin does indeed act by blocking ROS production, it may re-
duce harmful effects to the inflamed tissue in the early stages of
the inflammatory process.

Our results are in agreement with this hypothesis, but we also
observed decreases in TNF-a, IL-1B, NF-kBp65, and iNOS levels
in the bowel tissues. Because the role of NADPH-oxidase in DSS-
induced ulcerative colitis is less than that of iNOS [2], it seems
clear that additional mechanisms must be involved. However, it
was also previously reported that blocking both iNOS and NADPH
oxidase is more effective in protecting mice from DSS-colitis than
blocking either component alone [2]. Several reports have dem-
onstrated that both leukocyte recruitment and mucosal damage
in experimental models of colitis are blocked by immune-neu-
tralization of endothelial vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) [26,27]. Moreover, apocynin and rutin (a known anti-
oxidant agent) were shown to reduce the recruitment of
polymorphonuclear cells into the mucosa through their effect on
the expression of proteins involved in cell evasion from the
bloodstream, such as VCAM-1.

Marin M et al. Protective Effect of... Planta Med 2013; 79: 1392-1400
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Fig.5 Effect of apocynin and rutin supplemented
diet on (A) iNOS and (B) COX-2 expression in the
colon tissue after 5% of DSS for 7 days. Levels were
normalized against B-actin. *** P<0.001; signifi-
cantly different from the control group (n = 6-10).
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Table 2  Effects of apocynin and rutin on the production of colonic inflammatory cytokines (pg/mg protein) in DSS-induced colitis.

Group IL-18 IL-6

mean  SEM %1 mean  SEM
DSS 151.8+5.9 - 108.9+8.0
Water 63.3+2.6 - 50.1+2.3
DSS +apocynin 119.8£6.3* 36 65.5+£8.5"
DSS + rutin 121.8+16.0 34 73.8+9.9*

* Different (p <0.05) from DSS group; n=6

Another marker of inflammatory response in the colonic mucosa
is MPO activity, which is related to neutrophil infiltration. Leuko-
cyte infiltration is an important source of reactive oxygen and ni-
trogen species, which contribute to local tissue damage during
inflammation. DSS was found to induce a marked increase in co-
lonic MPO activity compared to controls. In our experiments,
both apocynin and rutin significantly decreased MPO activity in
mice with acute DSS-induced colitis, which is positively corre-
lated with the reduced leukocyte infiltration observed in colon
section tissue.

The precise role of NO in the pathophysiology of ulcerative colitis
is controversial. Rumi et al. [28] reported that endogenous NO ex-
erts a biphasic influence on DSS-induced colitis, depending on
the NOS isoenzyme. The NO produced by inducible NOS (iNOS),
for example, has a detrimental effect on the development of coli-
tis. In our results, the enhanced NO release in colon tissue from
colitic animals is a toxicity marker, while the significant reduc-
tion observed in the treated animals could be due to the protec-
tive effect of apocynin and rutin. Similar results have been re-
corded for other important natural products, for example, curcu-
min [29].

NF-kB and STATs constitute two important families of transcrip-
tion factors that are activated in response to a variety of stimuli in
order to regulate multiple cellular processes, including the im-
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TNF-a IFN-y
%l mean * SEM %l mean = SEM %l
- 156.8+9.8 - 55.8+6.6 -
- 69.6+0.9 - 21.9+0.3 -
74 88.6+26.2* 78 30.0+3.8* 76
60 71.8+17.4* 97 9.1+0.2* 100

mune response. These transcription factors have distinct and
synergistic effects on gene induction [30]. Because the activation
of NF-kB p65 is involved in colitis, its inhibition has been sug-
gested as an anti-inflammatory strategy in the disease [31]. We
thus studied the effect of apocynin on NF-kB p65 activation and
found that it was significantly reduced (52%) after treatment
with the compound with respect to the control group. In addition
to the role of NF-xB in the pathogenesis of ulcerative colitis,
STAT3 has also been implicated in the development of the disease
(through the production of IL-6) as well as in its evolution to-
wards dysplasia and cancer [32]. Indeed, patients with active ul-
cerative colitis have significantly more IL-6 and phospho-STAT3-
positive epithelial cells than either patients with inactive ulcera-
tive colitis or healthy volunteers [33].

STAT3 activation plays a prominent role in promoting inflamma-
tion in DSS-induced colitis [34]; therefore, suppression of STAT3
activity may be necessary for the elimination of inflammation in
the colon. When we studied the levels of cytosolic STAT3 in the
colon tissue of the mice, we observed a significant reduction in
the STAT3 levels of the DSS-treated group, which indicates an in-
creased activity of this transcription factor in the colon tissue of
colitic mice as compared with that of noncolitic mice. Oral treat-
ment with apocynin significantly downregulated STAT3 to nor-
mal values.
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Fig.6 Changes in the mRNA expression of proin-
flammatory mediators in mice with DSS-induced
colitis. Proinflammatory gene expression levels of
A IL-18, B IL-6, C TNF-a, D VCAM-1 to B-actin
were measured with densitometry. Representative
photographs from six independent experiments
with each gene. * P<0.01, *** p<0.001; signifi-
cantly different from the control group (n = 6).

Water

Fig.7 Effect of apocynin and rutin supplemented
dieton A STAT3 and B NF-«B p65 activation in the
colon tissue after 5% of DSS for 7 days. Levels were
normalized against B-actin antibody. Each bar rep-
resents the mean + SEM of each group. * P<0.05,
** p<0.01, ** p<0.001; significantly different
from the DSS group (n=6-10).
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With regard to similar compounds and their effects on experi-
mental IBD, several studies on vanillic and syringic acids [13,35]
are noteworthy. For example, treatment with the former has
been shown to reduce the experimental weight loss and colon
shortening caused by DSS, as well as the levels of TNF-a, IL-1p,
IL-6, and COX-2 at the site of inflammation. Because the levels of
these inflammatory mediators are elevated in ulcerative colitis
patients, their reduction by vanillic acid was proposed as a poten-
tial mechanism of action. Moreover, vanillic acid downregulated
NF-kB p65, which led to a considerable reduction in the pro-
duction of proinflammatory cytokines and inducible enzymes,
thus justifying the inhibitory effects of this compound on ulcer-
ative colitis through the regulation of NF-«B p65 activation [13].

The pharmacological potential of apocynin as a specific inhibitor
of the phagocytic oxidative burst was discovered in a screening of
the roots of Picrorhiza kurroa, a plant used in Ayurvedic medi-
cine, for antioxidant principles [36].

Frequently, therapy in IBD patients with anti-inflammatory or
immunosuppressant drugs is ineffective or is associated with
many well-known adverse effects. According to Wong et al. [37],
up to 50% of pediatric IBD patients have used complementary
and alternative therapies. Recently, Suskind et al. [38] published
the first study on the tolerability of curcumin in pediatric IBD pa-
tients. The pilot study suggests that curcumin may be used as an
adjuvant, combined with conventional medicine, with no clini-
cally significant adverse effects. In the same fashion, daily oral ad-
ministration of apocynin showed a good safety profile in asth-
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matic humans [39]. The primary aim of the current research was
to test the protective properties of apocynin on the development
of UC in the DSS-induced colitis in Balb/C mice. Further studies
are required to fully assess the use of apocynin as a novel comple-
mentary and/or alternative treatment in IBD patients.

Materials and Methods

v

Drugs and chemicals

DSS (MW; 36000-50000) was purchased from MP Biomedical.
Signal transducer and activator of transcription (STAT3) and NF-
kB p65 polyclonal antibodies were purchased from Santa Cruz
Biotechnology. COX-2 and iNOS polyclonal antibodies were ob-
tained from Millipore Corporation. TNF-a, IL-1f, IL-6, and IFN-y
ELISA kits were purchased from eBioscience. PGE, levels were
quantified with the aid of an enzyme immunoassay obtained
from Cayman Chemicals. B-Actin polyclonal antibody, peroxi-
dase-conjugated secondary antibodies, apocynin (purity 98%),
rutin hydrate (purity >94% by HPLC), sulfasalazine (purity
>98%), and all other chemicals were purchased from Sigma-Al-
drich.

Animals

Housing conditions and all experiments followed a protocol ap-
proved by the Institutional Ethics Committee of the University
of Valencia (N° 108 A1233134999884, 28-01-2009), in accor-
dance with current Spanish legislation (RD1201/2005) and Hel-
sinki declaration. For 7 days before the experiments, six-week-
old female Balb/C mice weighing 18-20¢g (Harlan Interfauna
Iberica) were kept in cages in groups of four or five and main-
tained under a 12-h light/dark cycle at 22 °C with constant hu-
midity and fed with standard laboratory rodent diet and water
ad libitum. For administering apocynin and rutin in the diet, we
examined previously reported data for curcumin, a natural phe-
nolic used in both the TNBS [40] and DSS [41 ]-induced models of
IBD in mice.

Induction of DSS colitis and treatments

Acute ulcerative colitis was induced by administering a 5% DSS
(w/v) solution, supplied as drinking water for 7 days ad libitum.
The mice were randomly assigned to one of five groups: sham
group (mice received drinking water and control diet, n=5), DSS
group (mice received 5% DSS in drinking water and control diet,
n=10), DSS + apocynin group (mice received 5% DSS in drinking
water and diet supplemented with 2% apocynin, n=8), DSS + ru-
tin group (mice received 5% DSS in drinking water and diet sup-
plemented with 2% rutin, n=8), and sulfasalazine group (mice
received 5% DSS in drinking water and control diet. Sulfasalazine
was administered orally at 50 mg/kg since the first day in a vol-
ume of 10 mL/kg of drinking water, n=5). Fresh diets were pro-
duced daily as described previously [42], by mixing powdered
food with products (2% apocynin and rutin, final content). Then,
water and a microwave-melted agar (0.2% final content in the di-
et, w/w) were both added and mixed well. The food was dried for
24 h and divided into portions based on an estimated consump-
tion of 4 g of dry matter/mouse/day. Body weight and food and
drink consumptions were monitored every day for 7 days, after
which the animals were sacrificed by means of cervical disloca-
tion. The abdomen was dissected, and the colon was removed.
Two additional groups of Balb/C mice were fed either the apocy-
nin- or rutin-supplemented diet without DSS for 7 days in order
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to study the effects of both products on healthy mice. Three colon
samples were prepared for histological analysis as described lat-
er, and the rest were rinsed with cold PBS, blotted dry and
weighed, and their length was measured to determine the
weight/length ratio. Then, samples were frozen immediately in
liquid nitrogen and stored at - 80 °C until use.

Disease activity index (DAI)

To assess the severity of colitis, colon length and the colon
weight-to-length ratio were measured as indices of macroscopic
inflammation. The severity of clinical DSS-induced colitis was an-
alyzed in terms of average disease activity index (DAI), which was
calculated by scoring three major clinical signs: body weight re-
duction, stool consistency, and rectal bleeding. These parameters
were each assigned a score according to previously described cri-
teria [21]; the scores were then used to calculate a DAI for each
animal (© Table 1). Body weight was measured daily after the in-
duction of colitis. Diarrhea and rectal bleeding were evaluated on
the last day of the experiment.

Histological analysis

For microscopic histological evaluation, colon samples were cut
longitudinally along the main axis and rolled from distal to mid.
They were then fixed in 4% buffered formaldehyde and em-
bedded in paraffin. Sections (4 um) were cut and stained with
hematoxylin and eosin. Histological evaluation was carried out
by an experienced pathologist blinded to the experimental
groups who examined the intensity of mononuclear and
polymorphonuclear infiltrates in the lamina propria and the ex-
tent of crypt dilation, cellular destruction, and mucosal ulcera-
tion.

Assessment of leukocyte involvement

The colonic myeloperoxidase (MPO) activity was measured as a
marker of neutrophil infiltration according to the method pro-
posed by Suzuki et al. [43] and described previously [11]. Briefly,
frozen colonic tissues (150-200 mg) were thawed and ground to
a fine powder in a liquid nitrogen-cooled mortar. A scoop (15-
20 mg) of the resulting dry powder was then weighed and homo-
genized in an 80-mM potassium phosphate buffer (pH 5.4) con-
taining 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB), an
ionic detergent previously shown to solubilize MPO. After ho-
mogenization had been achieved, the mixture was frozen-
thawed 3 times to release the contents of the primary granules
of the polymorphonuclear cells and then subjected to centrifuga-
tion at 12000 x g for 20 min at 4°C. The supernatants were col-
lected, and MPO activity was assessed by measuring the H,0,-
dependent oxidation of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine dihydro-
chloride hydrate (TMB). One unit of MPO activity was defined as
that degrading 1 umol of hydrogen peroxide per 1 min at 25°C,
expressed per gram of dry powder weight of tissue.

Colon tissue culture

Tissue from the colons to be cultured were washed with RPMI
1640 (Invitrogen) medium containing 2% fetal bovine serum
(FBS), penicillin, and streptomycin before being cut into small
pieces. Then, approximately 1 cm of tissue was placed in a 24-
well culture plate containing RPMI 1460 medium with 10% FBS
and antibiotics and incubated for 24 h at 37°Cin 5% CO,.



Measurement of cytokines

The concentrations of various proinflammatory cytokines, nota-
bly TNF-q, IL-6, IFN-y, and IL-1f3, were measured in the powdered
colon homogenate with the aid of an ELISA kit (eBioscience) in
accordance with the manufacturer’s instructions.

PGE; and NO determination

Nitrite levels in the colonic tissue culture media were determined
by means of the Griess reaction assay and presumed to reflect NO
levels. Briefly, 100 pL supernatant was mixed with 100 puL Griess
reagent (Sigma-Aldrich). The mixture was then incubated at
room temperature for 15 min, after which the absorbance was
measured at 540 nm.

PGE; levels in the powdered colon tissue samples obtained from
each group were determined using an immunoenzymatic meth-
od (EIA kit, Cayman Chemical) according to the manufacturer’s
specifications.

Isolation of cytosolic and nuclear fractions from

mouse colons

Cytoplasmic and nuclear proteins were extracted as described by
Anddjar et al. [12]. Frozen powdered colonic tissues (150-
200 mg) were homogenized in 750 pL of ice-cold hypotonic buf-
fer A [10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic ac-
id (HEPES), 10 mM KCI, 1.5mM MgCl,, 0.5 mM dithiothreitol
(DTT), 0.1mM EDTA, 0.5mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), and 1 pug/ml aprotinin, leupeptin, and pepstatin, pH 7.9].
Ipegal CA-630 nonionic detergents were added to the homoge-
nates to a final concentration of 0.5%; the homogenates were
then incubated for 45 min on ice with shaking. The membrane
fraction was precipitated by means of centrifugation at 106 x g
for 10 min at 4°C. The supernatant containing the cytosolic frac-
tion was stored at - 80 °C until use. The pellet was resuspended in
500 pL of buffer B [50 mM HEPES, 50 mMKCl, 300 mMNacl, 1 mM
DTT, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM PMSF, and 10% glycerol, pH 7.8] and
kept on ice for 30 min. After additional centrifugation at 20800 x
g for 5 min, the supernatant containing the nuclear fraction was
removed and stored at —80°C until use. After extraction, the
presence of proteins in the supernatants was determined with
the aid of the Bradford method [44], with bovine serum albumin
as the standard. Cell lysates were boiled in sodium dodecyl sul-
fate (SDS) sample buffer for 5 min before undergoing electropho-
resis (see Western blot assay).

Western Blot analysis for COX-2, iNOS, NF-kB p65,

and STAT3

Equal amounts of protein (30 ng) were loaded onto 10% SDS poly-
acrylamide electrophoresis gel, which was then transferred onto
polyvinylidenedifluoride membranes at 350 mA for 120 min. The
membranes were blocked for at least 2 h at room temperature in
PBS-0.1% Tween-20 (PBS-T) 6% w/v nonfat dry milk and then in-
cubated with specific primary antibodies overnight at 4°C. For
iNOS and COX-2, the membranes were incubated with anti-iNOS
(Millipore; 06-573) and anti-COX-2 (Millipore; ABS5118)
polyclonal antibodies (1/1000 dilution). For p65, the membranes
were incubated with anti-p65 polyclonal antibody (1/500) (Santa
Cruz; SC-7151), and for STAT3, they were incubated with anti-
STAT3 polyclonal antibody (1/500) (Santa Cruz; SC-8059). After
being washed three times with PBS-T, the membranes were incu-
bated with 5% nonfat dry milk and secondary horseradish perox-
idase-linked anti-rabbit or anti-mouse immunoglobulin G
(1:12000 dilution; Sigma-Aldrich). To check for equal loading,
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the blots were analyzed for S-actin expression with an anti-S-ac-
tin antibody (1:12000) (Sigma-Aldrich; A2066). After three
washes, the immunoreactive bands were visualized with the aid
of an enhanced chemiluminescence system (Millipore). Densito-
metric data were studied after the blots were normalized to the
control.

RNA extraction and quantification of TNF-a, IL-1f,

IL-6, and VCAM-1 mRNA

The total RNA from the powdered colon homogenates was iso-
lated with the aid of RNeasy mini spin (50) columns (Qiagen) ac-
cording to the manufacturer’s instructions (Sigma-Aldrich). The
concentration of extracted RNA was calculated by measuring the
optical density at 260 nm. The ratio of the optical density at
260 nm to that at 280 nm was always higher than 1.8. From each
sample, 0.5 pg of RNA was transformed to first strand comple-
mentary deoxyribonucleic acid (cDNA), and 1 pL of the resulting
c¢DNA was mixed with 12.5 puL of Red Taq mix and 1 uM primers
(Invitrogen), and completed to 25 puL with RNase-free water with
IL-6 (sense:5'-ATGCTGGTGACAACCACGGCC-3"; antisense 5'-
GGCATAACGCACTAGGTTTGCCGA-3'), TNF-a (sense: 5'-AGCC-
CACGTCGTAGCAAACCAC-3'; antisense: 5'-TAGACGTGCCCG-
GACTCCGC-3"), IL-1B (sense: 5'-GCTGGAGAGTGTGGATCCCAAG-
CA-3'; antisense: 5-AGCGACCTGTCTTGGCCGAGG-3'), VCAM-1
(sense: TCGCGGTCTTGGGAGCCTCA; antisense: TGACCGTGAC-
CGGCTTCCCA) and B-actin (sense: 5'-GCAGAGCAAGAGAGGCA-
TCC-3'; antisense: 5'-CTGTGGTGGTGAAGCTGTAG-3"). The ther-
mocycler (Mastercycler personal) conditions were 94°C for
1 min, with an annealing temperature of 60 °C for 1 min and an
elongation temperature of 72 °C for 1 min for the first 30 cycles,
followed by an elongation temperature of 72 °C for 10 min.

After amplification, the PCR products were size fractionated onto
a 2% agarose gel in 1 xTAE (40 mM Tris-acetate and 1 mM EDTA,
pH8.0) and stained with 0.1% ethidium bromide. Detectable
fluorescent bands were visualized by using an ultraviolet transil-
luminator (Millipore). The results were expressed as the ratio of
optical density to B-actin.

Statistical analysis

All results are expressed as arithmetic mean + standard error of
the mean (SEM). Data were evaluated with Graph Pad Prisms ver-
sion 5.01 software. Differences among means were tested for sta-
tistical significance with a one-way analysis of variance (ANOVA);
Dunnett’s t-test served as a post hoc significance test with p val-
ues <0.05 being considered statistically significant.
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Ethnopharmacological relevance: Pomegranate (Punica granatum L.; Lythraceae) has traditionally been
used for the treatment of various inflammatory diseases, including ulcerative colitis (UC). Because its
fruits and extracts are rich in ellagitannins, which release ellagic acid when hydrolyzed, consumption of
pomegranate products is currently being widely promoted for their potential health effects, including the
prevention of inflammatory diseases and cancer. To evaluate the anti-inflammatory effects of ellagic acid
on dextran sulfate sodium (DSS)-induced acute and chronic experimental colitis in two different strains
of mice and to elucidate its possible mechanisms of action.
Materials and methods: In the acute UC model, female Balb/C mice were treated with DSS (5%) for seven
days while concomitantly receiving a dietary supplement of ellagic acid (2%). In the chronic UC model,
female C57BL/6 mice received four week-long cycles of DSS (1% and 2%) interspersed with week-long
recovery periods along with a diet supplemented with ellagic acid (0.5%).
Results: In acute model of UC, ellagic acid ameliorated disease severity slightly as observed both
macroscopically and through the profile of inflammatory mediators (IL-6, TNF-a, and IFN-y). In the
chronic UC model, ellagic acid significantly inhibited the progression of the disease, reducing intestinal
inflammation and decreasing histological scores. Moreover, mediators such as COX-2 and iNOS were
downregulated and the signaling pathways p38 MAPK, NF-kB, and STAT3 were blocked.
Conclusions: Our study reinforces the hypothetical use of ellagic acid as an anti-inflammatory comple-
ment to conventional UC treatment in chronic UC patients and could be considered in the dietary
prevention of intestinal inflammation and related cancer development.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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et al, 2010; Meier and Sturm, 2011). The pathogenesis of the
intestinal inflammation in UC arises from the interplay of many

1. Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic, relapsing,
inflammatory disorder of the gastrointestinal tract that encom-
passes two pathologies, namely Crohn's disease (CD) and ulcera-
tive colitis (UC) (Mizoguchi and Mizoguchi, 2008). One of the most
serious complications of UC is colorectal cancer, the appearance of
which seems to be related with chronic inflammation of the
intestinal mucosa (Lewis et al., 1999; Pohl et al., 2000). Among
the various pro-inflammatory markers involved in the inflamma-
tory pathways are nuclear factor (NF)-kB and signal transducer
and activator of transcription (STAT)-3, which could thus be
considered good targets for the disease prevention and therapy
(Youn et al., 2009; Mantovani, 2010). This is especially important
as the potential adverse events and clinical limitations of the
medications currently used to treat IBD call for new therapeutic
agents that effectively induce remission and alter the natural course
of the disease with few or no side effects (Danese, 2012; Dignass
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factors, with the resulting array of possible triggers and complex
immune responses offering many potential therapeutic targets. In
an attempt to elucidate the mechanisms responsible for IBD, as well
as for their prevention and treatment, a variety of experimental
models has been developed, including the dextran sulfate sodium
(DSS) model of induced colitis. This is an excellent preclinical model
that exhibits many phenotypic features relevant to human UC.
Recently, Sann et al. (2013) published a systematic study of the key
drugs used in the treatment of IBD and their effects on different
colitis parameters; these same authors have also validated the acute
DSS-colitis model. In general, acute colitis is induced in mice by
administering DSS in the drinking water at a concentration ranging
from 1 to 5% for several days. In contrast, exposure to DSS for 1-4
cycles mimics the active and inactive disease, leading to ulceration
of the colon mucosa and the establishment of chronic colitis
(Clapper et al., 2007; Cooper et al., 1993).

A general increase in the use of complementary and alter-
native medicine (CAM), particularly herbal therapies, has prompted
substantial interest among gastroenterologists and other physicians
involved in the treatment of IBD patients (Talero et al., 2012). In fact,
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Fig. 1. Chemical structure of ellagic acid.

epidemiological studies have provided convincing evidence on the
biological activities of natural dietary compounds that humans
regularly consume as food (Miles et al., 2005). For example, a diet
rich in polyphenols, which are found in fruits and vegetables, is
strongly associated with a reduced risk for developing chronic
diseases such as cancer and cardiovascular disease (Zamora-Ros
et al, 2011). It stands to reason that one attractive approach for
improving health could be the incorporation either of food rich in
polyphenols or of supplements with natural products from medic-
inal plants into therapeutic regimens. One advantage to this
approach is that these supplements are widely accepted by patients,
in part due to their low toxicity profiles (Riso et al., 2013).

Since ancient times, pomegranate (Punica granatum L.) has been
used for medicinal purposes. Both basic and clinical evidence show the
benefits of particular classes of its bioactive substances, specifically
those found in its juice and juice extracts (Longtin, 2003). Dietary
supplements made from pomegranate extract have been tested in
different animal and cellular models of IBD (Montrose et al., 2011;
Rosillo et al,, 2012; Singh et al., 2009). Ellagitannins are the bioactive
polyphenols present in pomegranate; however, the ellagitannins
found in this fruit are not absorbed intact into the blood stream, but
are hydrolyzed to ellagic acid over several hours in the intestine (Gil
et al., 2000). To date, all results indicate that ellagic acid (Fig. 1) is the
principle most likely responsible for the activity of pomegranate-based
supplements. As such, this acid has been the subject of numerous
reports on the anti-oxidative (Park et al., 2011; Priyadarsini et al.,,
2002), anti-inflammatory (Beserra et al., 2011), antifibrotic (Devipriya
et al,, 2007; Kuo et al,, 2011), antimutagenic (Berni et al., 2012; Makena
and Chung, 2007), and anticarcinogenic (Bell and Hawthorne, 2008;
Falsaperla et al., 2005; Glauert et al., 2010) activities, either in its free
form as ellagic acid-glycosides or bound as ellagitannins. Rosillo et al.
(2011) reported the protective effect of ellagic acid in a murine model
of CD induced by intra-colon administration of trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS). Ellagic acid reduces the damage in this rat model
of CD, probably through mitogen-activated protein kinases (MAPK)
and NF-kB signaling pathways.

The aim of this study is to gain a better understanding of the
effects of dietary supplementation with ellagic acid on both an acute
and a chronic model of colitis induced by DSS in different mice
strains in order to identify and validate new therapies for the
treatment of IBD.

2. Materials and methods
2.1. Animals and diets

Female Balb/C and C57BL/6 mice (6-8 weeks old) with weights
ranging from 18 to 20 g were provided by Harlan Interfauna Iberica

(Barcelona, Spain). For 7 days before the experiments, the mice were
acclimatized under a 12 h light/dark cycle at 22°C and 60%

humidity and fed with a standard laboratory rodent diet and water
ad libitum. Our experimental design is unique in that the mice were
fed with standard feed supplemented with the product under study.
Fresh diets were prepared daily according to Giner et al. (2011) by
mixing powdered food with ellagic acid (purity > 95%), which was
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). When the
mixture was completely homogeneous, water (0.65 mL/g of diet)
and microwave-melted agar (0.2% final content in the diet) were
added and mixed well. The food was dried for 24 h and divided into
portions based on an estimated intake of 5 g of dry matter/mouse/
day. The final content of ellagic acid in the diet was based on
previous data on ellagic acid and its metabolites which had been
administered orally in various in vivo inflammatory or carcinogenic
experimental models (Chao et al., 2009, 2010; Gonzalez-Sarraas
et al, 2010; Pdivdrinta et al, 2006). All experiments followed a
protocol approved by the Institutional Ethics Committee of the
University of Valencia (No 108 A1233134999884, 28-01-2009), in
accordance with current Spanish legislation (RD1201/2005) and
Helsinki declaration.

2.2. DSS-induced acute colitis

Acute colitis was induced by adding 5% DSS to the drinking
water of Balb/C mice for 7 days (Fig. 2A). Animals were randomly
assigned to three groups (n=7-10 mice per group) distributed as
follows: (a) water group: fed with standard feed and given free
access to drinking water; (b) DSS group: fed with standard feed
and given free access to drinking water containing 5% DSS;
(c) DSS-ellagic acid group: fed with standard feed supplemented
with ellagic acid (2% final content, w/w) and given free access to
drinking water containing 5% DSS. Because of the severity of this
DSS-induced acute colitis model, a higher number of mice were
used in the DSS group in order to avoid problems of having dead
mice at the end of the treatment. Since the amount of food was
prepared based on an average intake of 5g of feed per mouse
daily, the amount of ellagic acid administered daily per mouse was
100 mg.

2.3. DSS-induced chronic colitis

C57BL/6 mice were divided into three dietary groups with 7-10
mice each. Chronic colitis was induced by repeated administration
of two 7-day cycles of 1% DSS followed by two 7-day cycles of 2%
DSS (in drinking water) (Fig. 2B). The DSS phases were interrupted
by 1-week periods of free access to drinking water without DSS.
The water group was allowed free access to drinking water

Sacrifice
DSS5% »
— |
2% Ellagic Acid
0 7Days
B Sacrifice
DSS1% DSS2%
| Water | Water Water Water,
o= = =) . == = - el
0.5 % Ellagic Acid
| | | | | | |
0 7 14 21 28 35 42 49 56 Days

Fig. 2. Overview of experimental protocols in the experimental animal models of
acute and chronic dextran sulphate sodium (DSS)-induced ulcerative colitis (UC).
(A) Acute UC was induced by the administration of drinking water supplemented
by 5% DSS during 7 days ad libitum. (B) Chronic UC was induced by the repeated
administration of 2 cycles of 1% DSS followed by 2 cycles of 2% DSS. Each cycle
consisted of 7 days of DSS followed by 7 days of ordinary tap water.
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without DSS throughout the entire experiment. For 56 days, all
mice were fed with standard feed; in the case of the treatment
group, this was supplemented with ellagic acid (0.5% final content,
w/w). The dose ellagic acid assayed was 25 mg daily per mouse,
which is equivalent to approximately 100 mg/kg/day in humans
(7 g ellagic acid daily in a 70-kg person), according to the human
equivalent dose formula (Reagan-Shaw et al., 2008).

2.4. Assessment of colitis

Animal body weights, consumed water volume and food, and
occurrence of diarrhea were recorded daily throughout all the
experiments. Animals were sacrificed at the end of treatment by
cervical dislocation. DSS intake did not differ between different
groups of mice (data not shown). To assess the DSS-induced acute
and chronic colitis, colon tissue from the ileocecal junction to the
anal verge was removed from the dead animals, washed with
phosphate-buffered saline (PBS) to remove fecal residues, blotted
on filter paper, and each specimen was weighted, and its length
was measured. Each colon was scored for macroscopically visible
damage on a 0-4 scale, according to criteria reported previously by
Cooper et al. (1993). The disease activity index (DAI) was deter-
mined according to the parameters outlined in Table 1. Colon
samples used for histopathology and immunohistochemistry were
opened longitudinally along the main axis, swiss-roled from distal
to proximal and fixed with 4% formaldehyde. Colon samples used
for biochemical determinations or for RNA isolation were imme-
diately frozen at —80 °C and subsequently grounded to a fine
powder using a liquid-nitrogen-cooled mortar.

2.5. Histopathology and immunohistochemical analysis

Large intestine specimens were fixed in freshly prepared 4%
formaldehyde in PBS buffer (pH 7.2), embedded in paraffin, and
sectioned at 4 pm. Colon sections were stained with hematoxylin
and eosin for histopathological analysis; they were also stained
immunohistochemically to determine the expression of phospho-
STAT3 (pTyr’%). Briefly, paraffin-embedded slides were deparaf-
fined and rehydrated, which was followed by antigen retrieval
in 10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0) for 20 min in the
microwave. Sections were blocked with 10% normal goat serum
and 0.1% Triton and incubated overnight with anti-phospho-STAT3
(pTyr’®%) immunoglobulin G (diluted to 1:100) in a humidified
chamber. After the endogenous peroxidase activity was quenched
with 3% hydrogen peroxide (H,0,), immunoreactivity was deter-
mined with the aid of HRP-conjugated secondary antibody (goat
anti-rabbit, 1:200 dilution) for 30 min at 37 °C. The chromogenic
reaction was developed with 3,3’-diamine benzidine (DAB) solu-
tion, with a positive signal being defined as a brown color under a
light microscope. Negative control sections were processed simi-
larly with the omission of the primary antibodies. All images were
taken at 20 x magnification and amplified with an Eclipse ES800
microscope and ACT-1 software (Nikon Instruments Europe,
Badhoevedorp, The Netherlands).

Table 1
Scoring system to calculate the disease activity index (DAI*).

Score Weight loss Stool consistency Visible blood in feces
0 None Normal None

1 1-5%

2 6-10% Loose Slight bleeding

3 11-20%

4 <20% Diarrhea Gross bleeding

* The DAI value is calculated as the sum of scores of weight loss, stool
consistency, and blood feces.

2.6. Determination of myeloperoxidase (MPO) activity

In the model of acute colitis, neutrophil infiltration into the
colon was assessed indirectly by measuring myeloperoxidase
(MPO) activity following the method elaborated by Bradley et al.
(1982). A portion of dry, powdered colon samples was weighed
and homogenized (1.5%, w/v) in 80 mM potassium phosphate
buffer (pH 5.4) containing 0.5% hexadecyl-trimethyl-ammonium
bromide (HTAB). The samples were sonicated and centrifuged at
11000 x g for 20 min at 4 °C. The MPO activity of the supernatant
was then assessed in 96-well plates by measuring the H;0,-
dependent oxidation of 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB).
The enzyme activity was determined spectrophotometrically at
450 nm. Values are expressed as MPO units per mg of dry powder
weight of tissue.

2.7. Colon cytokine levels

TNF-«, IL-6, IFN-y, and IL-1f concentrations in the colon tissue of
mice with acute colitis were measured with the aid of an ELISA kit
used according to the manufacturer's instructions. Briefly, a scoop of
dry powdered tissue was dissolved (20%, w/v) in ice-cold PBS buffer
containing 0.1% Igepal CA-630, as described in a previous study
(Rosengren et al., 2003) and a complete mini EDTA-free protease
inhibitor cocktail was added. Tissues were sonicated for 10s and
shaken over ice for 45 min. The homogenates were then centrifuged
and the supernatants were collected and stored at —80 °C. Protein
concentrations in the supernatants were determined with the aid of
the Bradford colorimetric method (Bradford, 1976). The concentra-
tions of cytokines were determined through duplication and were
expressed as pg/mg protein.

2.8. cDNA synthesis and reverse transcription-polymerase
chain reaction(RT-PCR) for colon inflammation-related cytokine
gene expression

Total RNA from a portion of the powdered colon tissue of mice
with chronic DSS-induced colitis was extracted with the aid of
RNeasy mini spin (50) columns (Qiagen, Hilden, Germany), in accor-
dance with the manufacturer's instructions (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, USA). The concentration of isolated RNA was calculated by
measuring the optical density at 260 nm. The ratio of the optical
density at 260 nm to that at 280 nm was always higher than 1.8.
From each sample, 0.5 pig of purified RNA was used for RT-PCR for
cDNA synthesis using M-MLV RT, 0.5 mM deoxyribonucleotide
triphosphate (dNTP), and a random hexamer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). To analyze the expression levels of genes, the
oligonucleotide primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) designed
from mouse for IL-6 were 5'-ATGCTGGTGACAACCACGGCC-3’ (for-
ward) and 5-GCATAACGCACTAGGTTTGCCGA-3’ (reverse). The oligo-
nucleotide primers for P-actin used as a house-keeping gene
designed from mouse were, 5'-GCAGAGCAAGAGAGGCATCC-3'(for-
ward), 5-CTGTGGTGGTGAAGCTGTAG-3’ (reverse). PCR products
were analyzed on 2% agarose gel and visualized with the aid of
0.1% ethidium bromide staining. Detectable fluorescent bands were
visualized by means of an ultraviolet transilluminator. The results
were expressed as the ratio of optical density to (-actin.

2.9. Isolation of cytosolic and nuclear fractions from mouse colons

The cellular subfractionation of proteins was performed follow-
ing the method described by Giner et al. (2011). After extraction,
protein concentration in the supernatants was determined following
Bradford colorimetric method (Bradford et al, 1976) with bovine
serum albumin as the standard.
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2.10. Analysis of COX-2, iNOS, NF-xB p65, IkBa, phospho-IkBa,
STAT3, p38 MAPK, and phospho-p38 MAPK by Western blot assays

Aliquots of supernatants containing equal amounts of protein
(10 pg) were boiled in sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer
for 5 min, separated by means of SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis, and then electrophoretically transferred onto polyviny-
lidenedifluoride membranes at 350 mA for 120 min. After blocking
the membranes, they were then incubated with specific primary
polyclonal antibodies overnight at 4 °C (Millipore). Each filter was
washed three times for 15 min and incubated with the corre-
sponding secondary HRP-linked antibody (Sigma-Aldrich). To
prove equal loading, the blots were analyzed for p-actin expres-
sion using an anti-B-actin antibody (Sigma-Aldrich). The immuno-
reactive bands were visualized through an enhanced chemi-
luminiscence system (Millipore). Densitometric data were studied
following normalization to the control.

2.11. Statistical analysis

All values are expressed as arithmetic means + standard error
(S.E.M.). Data were evaluated with Graph Pad Prism Version 5.01
Software (La Jolla, San Diego, CA, USA). Statistically significant
differences between the groups were assessed by means of a one-
way analysis of variance (ANOVA) and Dunnett's t-test. Images for
all Western blot and RT-PCR experiments were acquired with the
image analysis system LAS-3000 mini (Fujifilm, Tokyo, Japan).
Digital images were processed and band density measurements
were made with the aid of a Multi Gauge V3.0 software package
(Fujifilm).

3. Results

3.1. Ellagic acid attenuated the severity of acute DSS-induced
colitis in Balb/C mice

In the acute disease model, exposure of Balb/C mice to DSS in
their drinking water induced marked IBD symptoms, including
weight loss and the production of loose, bloody stools as indicated
by the disease activity index (DAI) score (Fig. 3A). Concomitant
treatment with 2% ellagic acid slightly reduced the intensity of
these manifestations of IBD on the last day of treatment, although
the effect was not statistically significant. On day 7, the inflam-
matory changes in the intestinal tract were associated with a
significant increase in the weight/length ratio of the mouse colons
(23.14 + 1.02 mg/cm in the water group vs. 39.10 + 1.64 mg/cm in
the DSS group, P< 0.001). This morphological parameter, useful
for assessing colon inflammation, showed no significant improve-
ment with dietary intake of ellagic acid (33.28 + 1.24 mg/cm
vs. DSS) (Fig. 3B). It should be noted that this acute model
produces IBD symptoms rapidly and dramatically, making it a
highly stringent assay for drug testing.

MPO activity, measured as an indicator of colon infiltration, was
highly elevated in animals receiving DSS without ellagic supple-
mentation in comparison to water controls (P<0.001). As is
shown in Table 2, the increase in MPO activity was not attenuated
in mice receiving daily ellagic acid in the diet. Acute colitis injury
induced by DSS administration was also characterized by an
increase of the pro-inflammatory cytokines IL-6, IFN-y, TNF-a,
and IL-1p, (P < 0.001 for each). However, after administration of an
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Fig. 3. Effect of 2% ellagic acid supplemented diet on DSS-induced acute colitis in female Balb/C mice. (A) Total DAI score; and, (B) Colon weight-to-length ratio resulting from
DSS (5%) administration and ellagic acid treatment was scored upon termination of the experiment as indicated in Section 2. After 7 days of DSS, colons were harvested and
protein lysates were prepared for immunobloting analysis of (C) COX-2; and, (D) iNOS protein expression by Western blotting techniques using COX-2 and iNOS polyclonal
antibodies. $-Actin was used as an internal control. The relative intensity was calculated using imaging software and considering the DSS group as having 100% expression.
Data are expressed as the mean + S.E.M. of three independent experiments; n="7-10. The statistical significance between values for each group was assessed by Dunnett's

t-test. ***P < 0.001 vs. water group; **#P < 0.001, "P > 0.05 vs. DSS group.
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Table 2

Myeloperoxidase activity and cytokine levels (pg/mg protein) in the colon of mice with acute DSS-induced colitis.

Group MPO TNF-ot IL-6 IFN-y -1

Water 11.50 + 1.84 10.71 + 1.02 50.1 +2.27 21.89 + 0.30 63.29 + 2.60
DSS 25.75 4 2,127 42.95 + 4.14% 108.92 + 8.05** 55.78 + 6.57** 151.82 + 5.88™*
DSS-+2% ellagic acid 23.80 +3.43 23.69+1.94 " 59.04 + 1124 ° 26.57 +2.04° 13518 + 7.77

Data are expressed as mean + S.E.M.

**%* P < 0.001, significantly different from the water group.
2 P <0.05, significantly different from the DSS group.
b P <0.01, significantly different from the DSS group.

ellagic acid-enriched diet, the levels of IL-6, IFN-y, and TNF-o were
significantly reduced by 35%, 86%, and 55%, respectively (Table 2).
As a final measure of the effects of dietary intake of ellagic acid
in this acute model, levels of cytosolic COX-2 and iNOS expression
were evaluated with the aid of Western blot analysis. Exposure of
mice to 5% DSS led to a strong expression of COX-2 and iNOS
(P<0.001 for both), indicating that the expression of these
proteins may be induced in the acute stages of colon lesion caused
by DSS. However, oral administration of ellagic acid was able to
reduce significantly the upregulation of both COX-2 and iNOS
expression by 78% (Fig. 3C) and 31% (Fig. 3D), respectively.

3.2. Protective effect of dietary supplementation of ellagic acid on an
experimental model of chronic DSS-induced colitis

A 56-day model of IBD was used to evaluate the effectiveness of
dietary supplementation with ellagic acid in mice subjected to
multiple cycles of DSS-induced inflammation. This chronic model
is similar to the acute model, except that DSS concentration in the
drinking water was lower, with the animals receiving only periodic
exposure to DSS. Throughout the experiment, the treatment group
received 0.5% ellagic acid supplemented in the diet. The body
weight of the mice was monitored every three days as was their
intake of food and drink. The DAI was scored at the end of the
experiment, but only took into account the presence of gross blood
in the feces and stool consistence, since the mice showed no body
weight loss in this model of disease. In fact, mouse body weight
actually increased and was similar for all groups (data not shown).
While exposure of mice to DSS in drinking water caused an
increase in the DAI index, treatment with 0.5% ellagic acid
supplemented in the diet significantly lowered this increase
(P<0.05 on day 56) by 24% (Fig. 4A). Macroscopic inspection of
the colon of DSS-treated mice showed evidence of bowel wall
thickening, inflammation, and ulcers, as well as an increase in the
colon weight/length ratio compared to mice receiving only water
(49.98 + 1.79 mg/cm vs. 26.33 +4.62 mg/cm, P<0.001). In con-
trast, daily ellagic acid treatment significantly improved colon
architecture, lowering the weight/length ratio by 48% compared to
that of untreated mice (41.38 +1.89 mg/cm, P < 0.05 vs. DSS)
(Fig. 4B).

3.3. Ellagic acid inhibited COX-2 and iNOS expression in C57BL/6
mice with chronic DSS-induced colitis

COX-2 and iNOS expression in the colons of mice with chronic
DSS-induced colitis were assayed in the same manner as described
above for the acute model. The results were similar to those
obtained in the acute model, with elevated COX-2 and iNOS
expression in mice treated with DSS alone compared to water
controls. Ellagic acid (0.5%) supplemented in the diet resulted in
a significant reduction of the expression of these enzymes by 84%
and 66% (Fig. 4C and D), respectively (P < 0.001).

3.4. Ellagic acid suppressed histological changes in C57BL/6 mice
with chronic DSS-induced colitis

Results from the histopathological scores for all groups of mice
in the chronic model are shown in Fig. 5. Water-treated mice had
morphologically normal colons with no inflammation or ulcera-
tion (Fig. 5A). After the fourth DSS cycle, a high degree of chronic
inflammation, characterized by crypt abscess and inflammatory
cell infiltration along with ulceration and muscularis mucosa
affectation, especially in distal sections, was evident in the colons
of DSS-treated mice (Fig. 5B). Dietary supplementation with 0.5%
ellagic acid elicited a profound reduction in the degree of mucosal
ulceration. As shown in Fig. 5C, the colons of mice receiving ellagic
acid exhibited only minimal areas of epithelial damage with less
crypt loss.

3.5. Ellagic acid prevented p38 MAPK phosphorylation in colon
mucosa of C57BL/6 mice with chronic DSS-induced colitis

The expression and activation of p38 MAPK, determined by
Western blot analysis, was examined using phosphospecific MAPK
antibodies. Administration of DSS resulted in a significant increase
in the phosphorylation of p38 protein (P < 0.05), indicating that its
activation may be induced in the chronic stage of colon lesion
caused by DSS. However, dietary ellagic acid treatment was able to
diminish p38 MAPK protein activation by 67% (P < 0.01) (Fig. 6).

3.6. Ellagic acid inhibited NF-kB-mediated transcriptional activation
and IkBa degradation in colon mucosa of C57BL/6 mice with chronic
DSS-induced colitis

Transcriptional factor NF-xB is one of the most important
mediators in the key proinflammatory signaling pathways invol-
ved in colitis (Arulampalam and Pettersson, 2002; Vitor et al.,
2009). In order to evaluate whether ellagic acid also has an effect
on NF-xB activation in our animal model of intestinal inflamma-
tion, we used Western blot analysis to investigate levels of IkBx
protein and its phosphorylated form (phospho-IkBa) as well as the
nuclear translocation of p65 protein. We found a statistically
significant peak of IkBa-phosphorylation at the end of the DSS
administration period (P < 0.01) (Fig. 7A). Dietary supplementa-
tion with ellagic acid significantly inhibited the DSS-induced
increase of IkBa phosphorylation and NF-kB-mediated transcrip-
tional activation, assessed through analysis of p65 nuclear trans-
location levels in colon mucosa (P < 0.001) (Fig. 7B). These results
indicate that ellagic acid is not only specific for p38 MAPK, but that
it also targets other elements involved in NF-KB activation.

3.7. Ellagic acid affected the IL-6-STAT3 signaling cascade in colon
mucosa of C57BL/6 mice with chronic DSS-induced colitis

Chronic inflammation is a driving force for the initiation and
progression of tumors in many tissues. In fact, the IL-6-STAT3
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Fig. 4. Effect of dietary supplementation of 0.5% ellagic acid on DSS-induced chronic colitis in female C57BL/6 mice. (A) Total disease activity index (DAI) score evaluated at
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determined using ANOVA and Dunnett's post hoc test.

DSS + 0.5% Ellagic acid

Fig. 5. Effects of ellagic acid on distal colorectal histology in mice with DSS-induced chronic colitis. Histological changes were determined by hematoxylin and eosin staining.
The microscopic photographs are the representative case of groups. (A) Water group showing normal histology of mice colon; (B) Mucosal injury produced after DSS
administration with distortion of crypts, erosions of the epithelial, loss of globet cells as well as severe mononuclear cell infiltration in lamina propria; (C) DSS +ellagic acid
samples showing a reduction in the morphological alteration associated to DSS treatment. Dietary ellagic acid (0.5%) treatment keeps colonic architecture and reduce

epithelium loss. For this assay 3 mice per group were used.

signaling cascade has been shown to be a key regulator of the
proliferation and survival of tumor-initiating epithelial cells.
With this in mind, we determined the mRNA expression level
of the inflammatory cytokine IL-6 in the colon homogenate tissue.
Colon tissues treated with DSS alone showed elevated IL-6 mRNA
expression over basal levels whereas dietary supplementation
with ellagic acid considerably reduced colon mRNA expression of

IL-6 (Fig. 8A), the levels of which have been correlated with
disease severity. We then set out to determine whether this effect
could be mediated trough the STAT3 pathway. Western blot
analysis showed that ellagic acid exerted a significant inhibitory
effect on DSS-induced phosphorylation of STAT3 at Tyr705
(Fig. 8B). Likewise, immunohistochemistry staining of phosphory-
lated STAT3 revealed that DSS-induced STAT3 phosphorylation
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Fig. 7. The effects of ellagic acid (0.5%) on DSS-induced changes in IxBa phosphorylation and NF-xB p65 translocation in C57BL/6 mice with chronic DSS-induced colitis.
(A) Western blot of phospho-IxBa and total IxBa cytosolic expression; and, (B) Nuclear expression of NF-xB p65. Band intensities were quantified as described in Section 2.
Data are expressed as mean + S.E.M. of three independent experiments; n=7-10. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. water group. *P < 0.05, *#P < 0.01 vs. DSS group.

appears predominately in the nuclei of the colonocytes (Fig. 8C).
Ellagic acid was able to abolish its expression as compared with
the DSS-treated group.

4. Discussion

In the present study, administration of DSS resulted in the
development of colitis assessed macroscopically, histopathologi-
cally, and in terms of DAL Treatment with ellagic acid incorporated
into the normal diet (0.5%) of mice significantly protected against
alterations to the colon induced by repeated administration of DSS.
However, in the acute model of UC, ellagic acid led only to a very
slight amelioration of several disease activity parameters. This
modest effect of treatment with ellagic acid on the clinical signs of
the disease included decreases in COX-2 and iNOS protein expres-
sion as well as a reduction in the levels of pro-inflammatory

cytokines such as IL-6, TNF-a, and IFN-y in the colon mucosa of
Balb/C mice suffering from this acute inflammatory condition. In
the chronic model, colitis was achieved by the cyclic administra-
tion of a lower dose of DSS, resulting in a milder inflammation
than that of the acute model. In this model, the effects of dietary
ellagic acid on the reduction of the extension of colitis were
significant, accompanied by a significant decrease in the weight/
length ratio of the colon after 56 days of treatment. Ellagic acid
was effective at even lower doses when the DSS concentration was
reduced and it was administered over a longer period. Two
possible factors may be responsible for this difference. First, our
findings suggest that the treatment period in the acute model of
colitis was too short for the drug to be effective. Second, oral
administration is not the best strategy for ellagic acid. Soh et al.
(2009), for example, observed that the activity of orally adminis-
tered ellagic acid (1 g/kg/day) in a 4-day malaria treatment was
poor compared with a lower dose administered intraperitoneally.
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In contrast, Singh et al. (2009) reported a protective effect for the
hydroalcohol extract of the flowers of pomegranate and its ellagic
acid-rich fraction (100 and 200 mg/kg, p.o.) in DSS-induced colitis in
mice, while Ogawa et al. (2002) demonstrated that oral adminis-
tration of microspheres of ellagic acid protects against DSS-induced
UC in rats. Lei et al. (2003) studied the pharmacokinetics of ellagic
acid in rats after oral administration of pomegranate extract. These
results indicated that ellagic acid has poor absorption and under-
goes rapid elimination after oral administration.

Ellagic acid is a weak acid, which is ionized at physiological pH
and is poorly water soluble (water solubility of ellagic acid
~9.7 pg/mL) (Bala et al, 2006). It should be noted that non-
water soluble compounds are often difficult to process into dosage
forms that afford adequate oral bioavailability for clinical studies
and commercialization. In our study, 5 g/kg/day was not sufficient
for preventing acute inflammation, but when ellagic acid was
administered daily throughout the 56 days of disease progression
in the model of chronic colitis, it was more effective. To this fact
should be added the dramatically high dose of DSS used in the
study as well as variations in the susceptibilities of the different
mouse strains used in both models; in a severe inflammation
model, the beneficial effects would be more difficult to observe,
with the genetic backgrounds of the different strains of mice
leading to significant susceptibility variations between them
(Mdhler et al., 1998). In fact, the different results obtained in
Balb/C and C57BL/6 mice in response to DSS administration
has been previously reported (Melgar et al., 2005), with the

establishment of a suitable mouse strain for each inflammation
model studied.

We have demonstrated that daily treatment with dietary ellagic
acid significantly reduces COX-2 and iNOS expression in colon
tissue in a chronic model of DSS-induced colitis. These data are
consistent with those of other studies conducted by Rosillo et al.
(2011), in which ellagic acid administration reduced the expres-
sion of both COX-2 and iNOS in a model of CD induced by
administration of TNBS in rats.

MAPK transmits extracellular inflammatory signals to intracel-
lular responses. These are components of the signaling cascades in
which various extracellular stimuli converge to initiate inflamma-
tion. In particular, p38 MAPK mediates phosphorylation of tran-
scription factors, thereby regulating gene expression and the
induction of cytokine production to participate in intestinal
inflammation, cytokine production, and T cell activation in IBD.
The activity of p38 MAPK has been shown to be higher than
normal in patients suffering from IBD (Feng and Li, 2011). Indeed,
Hollenbach et al. (2004) found that the p38 MAPK inhibitor
SB203580 ameliorated histological alterations and improved the
clinical score of mice in a DSS-induced experimental model of
colitis. Blockade of p38 phosphorylation with SB203580 also
decreased the expression of adhesion molecules and secretion of
chemokines. Despite the obvious side effects of p38 MAPK
inhibitors, which limit their application, it is clear that p38 MAPK
is activated in patients with UC and that its inhibition can
effectively suppress the production of pro-inflammatory cytokines
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and extenuated intestinal inflammation. We observed dramatic
activation of p38 MAPK during the development of chronic colitis.
As expected, treatment with ellagic acid resulted in a strong
inhibition of phospho-p38 MAPK expression, in agreement with
a study conducted by Rosillo et al. (2012), who reported a
reduction in the activation of p38 by ellagic acid in an experi-
mental murine model of CD. In more recent research, after
carrying out a genome gene expression meta-analysis of the colon
mucosa of IBD patients, Van Beelen Granlund et al. (2013)
demonstrated that there is a similarity between the gene expres-
sions in the inflamed mucosa of UC and CD patients. This suggests
that once established, the inflammatory mechanisms at the
mucosal level are largely the same for both diseases.

A key regulator of inflammation is NF-kB, a transcription factor
that is normally sequestered in the cytoplasm (Campbell and
Perkins, 2006). When activated, NF-kB translocates into the
nucleus where it regulates the expression of a multitude of genes
related to pro-inflammatory mediators such as cytokines, chemo-
kines, and adhesion molecules, which in turn mediate the recruit-
ment and activation of immune cells (Karrasch and Jobin, 2008).
NF-xB plays a critical role in the pathophysiology of IBD. It is
markedly activated in the inflamed gut, especially in macrophages
and epithelial cells, to the point that the degree of NF-kB activa-
tion correlates with the severity of intestinal inflammation (Rogler
et al, 1998). Given its strategic position in the inflammatory
process of IBD, NF-kB is considered an excellent target for the
development of pharmacological agents for IBD (Atreya et al.,
2008). In the DSS-induced model of chronic colitis, we found
detectable quantities of translocated NF-kB p65 in the nuclear
extracts whereas the translocation of the p65 subunit into the
nucleus was inhibited by ellagic acid. This can be attributed to its
ability to prevent IkBa degradation.

One of the main cytokines involved in the chronic phase of
colitis is IL-6, which is produced mainly by lamina propria CD11b+
macrophages and CD4+ T cells. Functionally, IL-6 has been
identified as a major regulator of disease activity because it
directly stimulates the survival and proliferation of intestinal
epithelial cells in the inflammation setting, thereby promoting
tumor formation (Becker et al., 2004). In a study conducted by
Sanchez deMedina et al. (2010), the authors hypothesized, that
downregulation of the gene expression of this cytokine could be a
potential therapeutic strategy to contribute to the resolution of
colitis. Previously, an experiment blocking the IL-6 receptor
demonstrated that IL-6 plays an important role in the develop-
ment of colitis by activating the STAT3 signaling pathway (Atreya
et al.,, 2006). This IL-6-dependent transcription factor is believed to
be involved in the progression rather than in the initiation of the
disease and it has been shown to mediate apoptosis resistance in
chronic intestinal inflammation (Atreya, 2000). Thus, a growing
body of evidence indicates that strategies targeting the IL-6/STAT3
cytokine signaling pathway have the greatest potential for effec-
tively treating IBD. Our data confirm the results of other studies in
which ellagic acid treatment inhibited the production of IL-6
(Umesalma and Sudhandiran, 2010). Furthermore, our results
provide evidence that this inhibition takes place at the transcrip-
tion level. As expected, the expression of phosphorylated colon
STAT3 was also drastically reduced in ellagic acid-treated mice
exposed to DSS.

Numerous agents isolated from natural sources have shown
anti-inflammatory activity by blocking NF-kB (Nam, 2006). Some
of them, such as curcumin (Zhou et al., 2011) or shikonin (Andtjar
et al.,, 2012), also suppress the STAT3 pathway, which suggests that
they have multiple targets. Ellagic acid, which targets both NF-kB
and STAT3 pathways, has been shown to be quite safe and should
thus be considered a good candidate as an anti-inflammatory
complement to conventional UC treatment. Indeed, it may serve as

a starting point for the development of drugs not just for preven-
tion, but also for treatment of human IBD (Holt et al., 2005).

In conclusion, our results support the hypothesis that even at
the very low concentrations achieved in the gut through oral
administration, ellagic acid is able to exert anti-inflammatory
effects on the intestine and contribute to the prevention of the
development of chronic UC.
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