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RESUMEN

Introduccion: Actualmente las plantas medicinales constituyen una fuente
importante de compuestos para el desarrollo de nuevos farmacos. El género Garcinia
contiene xantonas, metabolitos secundarios producidos principalmente como
mecanismo de defensa, las cuales han demostrado numerosos efectos beneficiosos
para la salud que se relacionan con sus propiedades antitumorales, antiinflamatorias y

antioxidantes.

Objetivo: Evaluar la actividad citotoxica de la xantona GAG, extraida de
Garcinia achachairu, sobre las lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano
HT-29 y de leucemia aguda humana THP-1, asi como su actividad antiinflamatoria en

macrofagos THP-1 y su accién antioxidante respecto al compuesto ABTS.

Materiales y métodos: En este estudio se utilizo la linea celular monocitaria de
leucemia aguda humana THP-1 vy linea de adenocarcinoma de colon humano HT-29. Se
evalud la citotoxicidad de la xantona mediante el método de la sulforhodamina B
(SRB), la actividad antiinflamatoria mediante la produccién de la citocina TNF-a
aplicando la técnica ELISA, y la actividad antioxidante mediante la técnica del ABTS con

el compuesto Trolox como control positivo.

Resultados y discusidn: La xantona en estudio presentd una notable actividad
citotdxica sobre las células HT-29, tras 48 y 72 horas de incubacién. En cambio, en los
macrofagos THP-1 no mostré una citotoxicidad importante. El estudio de la produccidn
de TNF-a evidencid una reduccién significativa en los niveles de esta citocina tras el
tratamiento con GAG a las dosis de 5 y 10 uM en macrdéfagos THP-1 estimulados con
LPS. En cuanto a la actividad antioxidante, tras el calculo de la ECso, se pudo observar

una importante actividad para la xantona, en relacién al compuesto Trolox.

Conclusiones: Los resultados demostraron la actividad citotdxica,
antiinflamatoria y antioxidante de la xantona GAG, sugiriendo el indudable interés de
este compuesto como alternativa terapéutica en el tratamiento de patologias

inflamatorias y en la prevencién del cancer.

Palabras clave: Garcinia spp, Garcinia achachairu, inflamacién, cancer de colon,

citotoxicidad, antioxidante
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I.INTRODUCCION

1. El género Garcinia

Las plantas pertenecientes a la familia Clusiaceae (Guttiferae) se distribuyen
principalmente por las regiones del tréopico. Esta familia comprende unos 40 géneros y
1.200 especies, siendo el género Garcinia uno de los mas numerosos ya que posee
alrededor de 400 especies con una amplia distribucién en Asia tropical, Africa, Nueva

Caledonia y Polinesia (Niero y cols., 2012; Terrazas y cols., 2013).

La familia Clusiaceae es una fuente muy rica en metabolitos secundarios, entre
los que cabe destacar cuatro clases principales de compuestos: xantonas, cumarinas,
flavonoides y benzofenonas, producidos principalmente como mecanismo de defensa
(De Melo y cols., 2014). El campo de las plantas medicinales juega un papel muy
importante en el desarrollo de nuevos farmacos, ya que el uso de sustancias naturales
derivadas de plantas atrae mucho la atencidn para ciertas patologias. Tal es el caso del
género Garcinia, el cual es conocido por poseer xantonas, tanto oxigenadas como
preniladas, benzofenonas y biflavonoides. Este género presenta importantes
actividades bioldgicas, como son actividad antiviral, antiinflamatoria, antitumoral,

antimicrobiana, citotdxica y antioxidante (Suny cols., 2016).

1.1.Estudios del género Garcinia en cdncer
Diversos estudios in vitro e in vivo han evaluado la actividad citotéxica de
diferentes especies del género Garcinia, los cuales se exponen a continuacién y estan

resumidos en la tabla 1.

La especie Garcinia mangostana, conocida cominmente como “la reina de las
frutas” (Figura 1), es muy utilizada en la medicina tradicional, y por ello ha dado lugar a
numerosos estudios destinados al campo de la oncologia. Asi, datos recientes han
demostrado que el a-mangostdn, una xantona extraida de la cascara del fruto de
Garcinia mangostana, disminuye la viabilidad de la linea celular de cadncer de mama
humano T47D, un cdncer agresivo y con diseminacion rapida, conocido como “cancer

de mal pronéstico”. El mecanismo de esta xantona consiste en inhibir la proliferacion



de esta linea cancerosa por induccion de la apoptosis, mediante la inhibicién de las vias
de sefializacion PI3K/Akt y las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK)
(Kritsanawong y cols., 2016). En cuanto al cadncer de pdancreas, a-mangostan ha
demostrado que inhibe in vitro las lineas tumorales MIAPaCa-2 y BxPC-3, de manera
tiempo y dosis dependiente, por fosforilacion de cinasas, lo que lleva a la inhibicién de
las metaloproteinasas de la matriz MMP-2 y MMP-9, enzimas que se encuentran
altamente expresadas en este cancer (Yuan y cols., 2013). Por ultimo, un extracto de
Garcinia mangostana, que contenia un 81% de a-mangostdn y un 16% de y-
mangostan, presentd efectos quimiopreventivos contra la linea celular HCT-116 de
carcinoma colorrectal humano, asi como en ratones xendgrafos inyectados con dichas
células. Estos efectos se debieron a la activacion de la apoptosis y la inhibicion de la
metastasis. En el caso de los ratones, el extracto causé una reduccidon muy significativa

del crecimiento del tumor (Aisha y cols., 2012).

Figura 1. Fruto maduro de Garcinia mangostana

(Prathapan y Chaboo, 2009)

En relacidn a la especie Garcinia celebica, se han realizado estudios in vitro con
su compuesto activo, un triterpenoide tipo lanostano, demostrando que tiene
actividad antiproliferativa en una linea celular de adenocarcinoma de mama humano,

MCF-7, mediante un mecanismo de activacidén de la apoptosis por la inhibicidn de la



proteina oncogénica Akt, involucrada en la supervivencia celular, de manera tiempo y

dosis dependiente (Subarnasy cols., 2016)

Un estudio reciente ha evaluado la actividad anticancer del extracto metandlico
del fruto de Garcinia Morella en el linfoma de Dalton, tanto in vitro como in vivo. Los
resultados muestran que el extracto presenta actividad anticancerosa in vitro por
induccion de la apoptosis, tanto por activacion de las caspasas como por la
fragmentacidn del ADN. Estos datos fueron confirmados en un posterior estudio in vivo
sobre ratones con linfoma de Dalton que fueron tratados durante diez dias con el
extracto. En estos animales se observd un aumento en la supervivencia y una
disminucion del tamafo del tumor, asi como la normalizacién de los parametros

hematoldgicos y bioquimicos (Choudhury y cols., 2016).

El extracto y las semillas del fruto de Garcinia dulcis, concretamente una accién
sinérgica de hidroximetilfurfural y 3-metil-2,5-furanodiona, junto con xantonas y
flavonoides, han demostrado propiedades prometedoras en la inducciéon de la

apoptosis en células HepG2 de cancer de higado (Bakar y cols., 2015)

En el caso de Garcinia cowa, tanto las xantonas G y H, asi como sus 23 analogos
aislados de las hojas, indujeron la interrupcion del ciclo celular, la apoptosis y la

autofagia en diferentes células cancerosas (Xia y cols., 2015).



Tabla 1. Actividad citotdxica de especies del género Garcinia en estudios in vitro e in vivo
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cancer de mama humano

(+) Apoptosis
(inhibe
sefializacion

Kritsanawong y

h g T47D) PI3K/Akt y las cols., 2016
xantona p'reser) e MAPK)
en el pericarpio
del fruto
In vitro (lineas de cancer L Baesanel
Garcinia de pancreBasP:CM?I’APaCa-Z MMP-2 y MMP-9 Yuagglgols.,
mangostana y BXPC-3)
o-mangostan y y-
mangostan, . , "
xantonas aisladas InH\gir_t:)l:{Ig;e/aI:il;;fr ((:L))'ng)sizssliss Aishay cols.,
del extracto del , 2012
(ratones xendgrafos)
fruto
Garcinia Tnterpenond‘e tipo In vitro (MCIf-7, linea (+) Apopt05|s,9 SulterEs v Edls,
, lanostano aislado celular de cancer de (-) de la proteina
celebica . . 2016
de las hojas mama humano) oncogénica Akt
.. Extr? Ftos In vitro/ in vivo sobre i Apmpiesis i)
Garcinia metandlicos de . caspasasy Choudhury y
. ratones con linfoma de L.
morella hoja, cortezay fragmentacion del cols., 2016
Dalton
fruto ADN
Extracto . o (+) Apoptosis =
- - In vitro (linea celular (+) caspasas y Bakar y cols.,
Garcinia metandlico de las -,
. . HpeG2) fragmentacion del 2015
dulcis semillas del fruto
ADN
In vitro (células .
. Xantonas (G y H) , ) (+) Apoptosis, y la
Garcinia aisladas del cancerigenas: células autofagia
cowa Hela, A549, PANC-1 y . & Xiay cols., 2015
extracto presente , p (-) Ciclo celular
. células de higado sano:
en las hojas

HL-7702)




1.2. Estudios del género Garcinia en inflamacion
La inflamacidn es una respuesta del organismo, el cual responde ante un dafio
por un agente infeccioso o una lesién celular, donde se producen estados de rubor,

calor, dolor y tumor, por ataque de células fagociticas.

A continuacién, se exponen diferentes estudios in vitro e in vivo que han
evaluado la actividad antiinflamatoria de diferentes especies del género Garcinia (tabla

2).

En el caso de Garcinia mangostana, se demostré que a-mangostan, ademas de
la actividad citotdxica antes citada, también posee actividad antiinflamatoria, ya que es
capaz de disminuir de forma significativa la inflamacién a través de la induccién de
SIRT-1 (The Silent Information Regulator-1). Esta proteina inhibe enzimas
proinflamatorias como la &xido nitrico sintasa inducible (iNOS), que activa la
produccién de éxido nitrico (NO), y la ciclooxigenasa-2 (COX-2), implicada en la sintesis
de la prostaglandina E; (PGE3). Asi, a-mangostan redujo la expresion de estas enzimas
a través de la activacién de SIRT-1 en macréfagos estimulados con lipopolisacaridos

(LPS) (Franceschelliy cols., 2016).

Los efectos antiinflamatorios del extracto etandlico de Garcinia subelliptica se
evaluaron in vitro sobre macréfagos murinos RAW 264 estimulados con LPS,
observandose una disminucion en los niveles de NO por la modulaciéon de iNOS, al
igual que una disminucion de la enzima COX-2. Sin embargo, no se observé una
disminucion notable en la produccién del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), de
manera que se puede concluir que el extracto etandlico inhibe selectivamente ciertos

mediadores proinflamatorios (Cho y Cho, 2016).

La especie Garcinia esculenta, conocida desde hace cientos de afos en China
por su accién antiinflamatoria, posee una xantona, 1,3,5,7-Tetrahydroxy-8-
isoprenylxanthone (TIE), que ha mostrado alta capacidad de inhibicion de NO y PGE2

por una supresion en la expresion de iNOS y COX-2 (Zhang y cols., 2015).

Los efectos antiinflamatorios de las hojas, semillas y la corteza de Garcinia
gardneriana se han evaluado a nivel topico en un ensayo in vivo realizado en ratones a

los que se les provocé un edema intenso con aceite de crotdn. Este procedimiento da



lugar a la activacién de la proteina cinasa C (PKC), y la induccién secundaria de la MAPK
y la COX-2, provocando por consiguiente la estimulacién de mediadores
proinflamatorios responsables del edema. Los datos del estudio mostraron resultados
mas eficaces y potentes en la reducciéon del edema, la migracidon de leucocitos y la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) tras el tratamiento con las hojas de

esta especie en relacion con las semillas y la corteza (Otuki y cols., 2011).

Tabla 2. Actividad antiinflamatoria de especies del género Garcinia en estudios in vitro e in vivo

Garcinia a-r.nangostan In vitro (monocitos (+) SIRT-1 = (-) INOS Franceschelli y
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Sorcnia | dehojs, | IMWoledemasen | (migraconde | oy
g cortezay leucocitos
semillas (-) ROS

2. Especie Garcinia achachairu

La especie Garcinia achachairu, conocida en Brasil como "Achachairu", es un
arbusto con vistosos frutos que se utiliza en la medicina popular para tratar el
reumatismo, la inflamacion, el dolor y los trastornos gastricos (Filho y cols., 2013). Esta
especie tiene una amplia distribucidn en la regidon de Santa Cruz (Bolivia), y estd muy
adaptada en Brasil donde es facil de cultivar y cosechar (Niero y cols., 2012; Terrazas y

cols., 2013).

Garcinia achachairu contiene distintos compuestos quimicos, tales como

benzofenonas, xantonas y biflavonoides (Terrazas y cols., 2013), teniendo gran
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importancia en la industria farmacéutica por su amplia gama de actividades bioldgicas
(Marques y cols., 2012), incluyendo actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antimicrobiana y citotéxica. Un estudio previo, que evalud la composicién quimica de
las semillas de los frutos, concluyd que éstas eran la parte mas prometedora de la

planta en cuanto a componentes se trata (Molin y cols., 2012).

Las benzofenonas son compuestos fendélicos no polares, y son los principales
intermediarios en la ruta biosintética de las xantonas, siendo la familia Clusiaceae la

Unica que las produce (Terrazas y cols., 2013).

Las xantonas son metabolitos secundarios naturales que forman una clase
importante de heterociclos oxigenados (Figura 2), procedentes de plantas, liquenes,
hongos y algunos microorganismos, que tienen gran interés debido a la amplia
variedad de actividades bioldgicas que poseen (Teh y cols., 2013; Xia y cols., 2015).
Cabe destacar que existe una relacién estructura-actividad; por ejemplo, los derivados
de xantonas que llevan sustituyentes tales como diprenil, dipirano y prenil-pirano
muestran citotoxicidad en casi todas las lineas celulares de cancer probadas (Teh y

cols., 2013).

37
38

21 \

32

Figura 2. Estructura molecular de gutiferona A aislado de

Garcinia achachairu Rusby (Terrazas y cols., 2013)

En cuanto a las actividades bioldgicas de esta especie, cabe destacar un estudio

contra la leishmaniosis, en el que se realizd un cribado en busca de moléculas
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bioactivas procedentes de plantas brasilefias con multiples propiedades bioldgicas
entre las que se encontraba Garcinia achachairu. Los resultados mostraron que un
extracto metandlico de esta especie y un compuesto aislado del mismo, conocido
como gutiferona A, procedente de las semillas, hojas y ramas de esta planta presenté
una actividad leishmanicida en las formas promastigotes, tanto de Leishmania

amazonensis como de Leishmania brasilensis (Filho y cols., 2013).

Por otro lado, tanto el extracto metandlico como la gutiferona A, administrados
por via oral e intraduodenalmente, respectivamente, han demostrado una actividad
gastroprotectora en ratones con Ulceras inducidas por etanol/HClI o
indometacina/betanecol. Se observd una mayor actividad en el extracto metandlico
de las semillas en relacién al componente aislado, siendo la misma dosis-dependiente.
Respecto al modelo de secrecion gastrica, se aprecid una disminucién del volumen de
jugo gastrico y un incremento del pH gastrico, siendo de nuevo el extracto de semilla el

mas activo (Niero y cols., 2012).

A pesar de la prometedora actividad de gutiferona A, estudios previos
recomiendan precaucién en su uso agudo o crénico ya que ha demostrado efectos
genotodxicos. En este sentido, la evaluacidn de la genotoxicidad de gutiferona A aislada
de las semillas de Garcinia achachairu se realizd en ratones albinos Swiss para
determinar los dafios en distintas células. Los datos determinaron que dicha
benzofenona produce efectos genotdxicos a distintas dosis en leucocitos procedentes
de sangre periférica, médula désea y células testiculares, asi como efectos
clastogénico/aneugénico en la médula désea y eritrocitos de ratones (Terrazas y cols.,
2013). Sin embargo, el extracto obtenido de la semilla de Garcinia achachairu no
mostré genotoxicidad ni clastogenicidad en las mismas células (Marques y cols.,

2012).

12



Il. OBJETIVOS

El estudio de las plantas medicinales continta siendo una parte importante en
la investigacion de nuevos compuestos que puedan dar lugar al desarrollo de
farmacos. Entre ellas, cabe destacar el género Garcinia y mas concretamente, la
especie Garcinia achachairu, conocida en Brasil como "Achachaird". Esta planta es una
rica fuente de xantonas, que presentan una amplia variedad de actividades, incluyendo
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antimicrobianos vy citotéxicos. Estas
propiedades hacen de estos compuestos excelentes candidatos para su uso en el
tratamiento de enfermedades de indole inflamatoria, asi como en la prevencion del

cancer.
Los objetivos especificos planteados en este trabajo son:

1. Evaluar la actividad citotdxica de una xantona extraida de Garcinia achachairu
sobre la linea celular monocitaria de leucemia aguda humana diferenciada a
macréfago THP-1 y sobre la linea de adenocarcinoma de colon humano HT-29,
mediante el ensayo de la sulforhnodamina B (SRB).

2. Valorar la actividad antiinflamatoria de la xantona en macrdfagos THP-1,
cuantificando la produccién de la citocina proinflamatoria factor de necrosis
tumoral-a, mediante la técnica de ELISA.

3. Estudiar la actividad antioxidante de la xantona mediante el método del ABTS,
utilizando como control positivo el Trolox, compuesto derivado de la vitamina

C.
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II.MATERIALES Y METODOS

1. Material de estudio

El material bioldgico utilizado para la realizacion de este trabajo se ha obtenido
de la especie vegetal Garcinia achachairu. Este estudio se encuentra incluido dentro de
las actividades desarrolladas dentro del proyecto brasilefio RIBECANCER (Red
Iberoamericana de Investigacion en Cancer) con el que colabora el grupo FARMOLAP
(Farmacologia Molecular y Aplicada, Departamento de Farmacologia, Universidad de
Sevilla). Para la realizacion de este trabajo experimental se utilizd una xantona,
nombrada como GAG, aislada y caracterizada quimicamente por el grupo del Dr. Valdir

Cechinel (Universidad de Vale do Itajai, Brasil).

2. Lineas celulares

La investigacion se realizé sobre la linea monocitaria de leucemia aguda
humana THP-1 (donada desde el Instituto de la Grasa de Sevilla en 2009) y la linea de
adenocarcinoma de colon humano HT-29 (obtenida del Banco Europeo de Cultivos
Celulares -ECACC- en 2011 en el pase P.143). Ambas lineas se mantuvieron a 372Cy a

una atmosfera de CO2 al 5% en un incubador.

2.1. Linea monocitaria de leucemia aguda humana, THP-1

Para el cultivo y mantenimiento de la linea THP-1 se utiliz6 medio RPMI 1640
con L-Glutamina 2 mM y HEPES 25 mM (GIBCO, USA), suplementado con suero fetal
bovino (PAA, Austria) al 10% y 1% de Penicilina/Estreptomicina (PAA). La linea fue
subcultivada en su estado de monocitos (células en suspensién) o bien fueron
diferenciados a macréfagos (células adherentes) con porbol-12-miristato-13-acetato

(PMA) 0.2 uM durante 72 h (Figura 3).
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Figura 3. Monocitos diferenciados a macréfagos vistas al microscopio 40X

2.2. Linea de adenocarcinoma humano, HT29

Para el cultivo de la linea HT-29 se utilizdé medio McCoy’s 5A (PAA, Austria)
suplementado con un 10% de suero fetal bovino y un 1% de Penicilina/Estreptomicina.
Esta linea crece de forma adherente, por lo que para su mantenimiento y subcultivado

requiere de la individualizacion de las células mediante un tratamiento con tripsina-

EDTA (5 min, 37 2C) (Figura 4).

Figura 4. Linea HT-29 vista al microscopio 40X

3. Descongelacion de las lineas celulares
En primer lugar, se procedid a la descongelacién parcial de los viales de THP-1y
HT-29, conservados en nitrégeno liquido. A continuacién, se afadié el contenido

celular a un tubo falcon que contenia el medio de cultivo requerido para cada linea
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celular. Posteriormente, se centrifugaron los tubos (1000 rpm, 3 min) para eliminar el
dimetilsulféxido (DMSO), vehiculo en el que se habian congelado las células. Tras este
paso, se elimind el sobrenadante y se afladié nuevo medio de cultivo a cada tubo
falcon (10-12 ml aproximadamente), asegurandose que el contenido estaba
correctamente resuspendido. Finalmente, las células se colocaron en frascos de
cultivo, se visualizaron al microscopio para asegurar su correcta morfologia y se

incubaron a 372C y a una atmodsfera de CO; al 5%.

4. Evaluacion de la citotoxicidad mediante el ensayo de la sulforhodamina B (SRB)
Para la determinacion de la actividad citotdxica del compuesto GAG sobre las

lineas celulares THP-1 y HT-29 se utiliz6 el método de la sulforhodamina B (SRB),

compuesto de color violeta, capaz de teiir de forma rapida y especifica las proteinas

de las células vivas.

Para las células HT-29, se partié de 5.000 células/pocillo (10.000 células/pocillo
en caso de la linea THP-1) sembradas en placas NUNC estériles de 96 pocillos, a las que
se adicionaron dosis crecientes de la xantona en estudio (desde 100 uM a 6,25 uM) o
del vehiculo utilizado (DMSO), durante 24, 48 y 72 horas para establecer aquellas

concentraciones no téxicas para las distintas lineas (Figura 5).

. ﬂ

Fijar {durante 1 hora) Lavar 5 veces 100 uL SRB {0.4% p/v)

| emm— o E——) 20002 e——

TCA 50% v/v 4 2C (50 L) H20 desionizada

5,000 células/pocillo -- ( )

+GAG y DMSO

Incubar 30’
Temperatura ambiente
Oscuras

Esperar unos minutos Lavar 5 veces

=
L’— e e——
\

: ; (7 T |
medir la absorbancia .Qgﬁ' tampén Tris Base 10 mM J Acido acético 1% v/v
3492 nm ’ .

Figura 5. Esquema del método de la Sulforhodamina B (SRB)
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Transcurrido el tiempo de incubacién, las células se fijaron con acido
tricloroacético (TCA) al 50% v/v a 4 °C. Tras una hora de incubacidn, las placas se
lavaron 5 veces con agua desionizada, se adicionaron 100 pL de SRB (0.4% p/v) en una
solucion de acido acético al 1% v/v, y se incubaron 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Posteriormente, se lavaron de nuevo 5 veces con acido acético
al 1% v/v y se dejaron secar unos minutos antes de afiadir tampoén Tris Base 10 mM,
para finalmente medir la absorbancia a 492 nm con un espectrofotometro Labsystems
Multiskan EX (Helsinki, Finlandia) (Figura 6). Una vez realizado el ensayo, los resultados
se expresaron segun el indice de inhibicién 50 (ICso), que se define como la dosis que

produce la muerte del 50% de las células en cultivo en un tiempo determinado.

Figura 6. Placa NUNC de 96 pocillos sembrada con

macrofagos y adicionadas dosis decrecientes de GAG a las

24 horas

5. Evaluacién de la actividad antiinflamatoria por el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzima (ELISA)

El estudio de produccion de la citocina TNF-a se realizd empleando la linea
celular THP-1, diferenciada a macréfagos desde la forma monocitica. Para ello, se
sembraron 10.000 células por pocillo en placas estériles NUNC de 96 pocillos, que se
trataron con PMA 0.2 uM, durante 72 horas a 37 2C, para inducir su diferenciacién a
macrofagos. A continuacion, las células se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS)
estéril frio para eliminar los monocitos no transformados y se afiadieron 100 pL de

medio completo (37 2C) junto con la xantona en estudio a las distintas concentraciones
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(1, 5 y 10 uM). Tras 1 hora de incubacién con el compuesto, los macréfagos se
estimularon con LPS (1 pg/mL) durante 24 horas (Figura 7). Los sobrenadantes de los
cultivos celulares, que contenian las citocinas solubles, se recolectaron y almacenaron
a -40 °C hasta su uso. La cuantificacion de TNF-a se llevd a cabo siguiendo las
instrucciones del correspondiente kit comercial (Bionova), que se describe a
continuacion.

=

Diferenciacion celular Lavar

EE—

PMA 0,2 uM

Incubar

Wl

meeeeess) B 2B Sa————

72 horas PBS estéril {frio)
37%C

10.000 células/pocillo

100 pL RPMI (37 2C)
+GAGa
concentraciones
crecientes

1hora

Estimulacion durante
24 horas

(—

LPS 1 pug/mL S 5

Sobrenadantes con
I : ' ! I citosinas solubles
BETE TR L

Almacenados -402C

’

Figura 7. Esquema de la diferenciaciéon a macréfagos desde la forma monocitica y tratamiento con GAG

a concentraciones 1, 5y 10 uMpara la posterior medida de TNF-a.

Para la realizacién de este kit se utilizé una placa de 96 pocillos, donde se
pipetearon 100 pL del anticuerpo de captura o anticuerpo primario frente a TNF-q,
diluido en PBS 1X. La placa se incubé en el frigorifico, a 42C durante la noche. Después
de 2 lavados con aproximadamente 400 uL de PBS-Tween 0,05% para arrastrar el
anticuerpo primario no unido al pocillo, se anadieron 250 pL de tampdn de saturacién
(albimina bovina sérica al 5% en PBS 1X) y se dejé incubar durante 2 horas a
temperatura ambiente. Seguidamente, se pipetearon 100 puL de las muestras diluidas y
de la curva patrén a las diferentes concentraciones (800 a 25 pg/ml), asi como 50 pL de

anticuerpo secundario o biotinilado. Las placas se dejaron incubar durante 3 horas a
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temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se lavaron 3 veces con
aproximadamente 400 pL de tampdn de lavado y se afiadieron 100 puL de una dilucién
que contenia estreptavidina unida a peroxidasa de rdbano (HRP), incubandose durante
30 minutos a temperatura ambiente. Nuevamente, se repitié el proceso de lavado y se
afiadieron 100 pL de solucidn sustrato 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB). Este
sustrato da una sefial de color azul cuando se une con el conjugado (Figura 8), virando
a amarillo cuando se le anade acido sulfurico, reactivo de parada en todos los pocillos,
siendo el color proporcional a la concentracién de TNF-a presente en los pocillos.
Finalmente, se procedié a la medida de la absorbancia en un espectrofotometro a 450
nm con un filtro de referencia fijado a 630 nm o 650 nm. Los resultados se expresaron
en pg/ml de TNF-a producidos, calculados a partir de una recta patrén de

concentraciones conocidas de esta citocina.

YY

] ™R —

HRP Estreptavidina @ HRP Estreptavidina HRE Estreptavidina

I I I

Figura 8. Esquema del fundamento de la técnica ELISA
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6. Evaluacién de la actividad antioxidante por el método del ABTS

Para este ensayo se empled el método del ABTS (2,2-Azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), basado en la degradacion o secuestramiento de
los radicales por la interaccidon_con la sustancia antioxidante. Este método monitoriza
los cambios de absorbancia del ABTS en el tiempo y permite determinar la capacidad
antioxidante en muestras con absorbancia en el visible, ya que las medidas se realizan
a 734 nm (rojo lejano). Esta técnica se realizd6 en placas de 96 pocillos utilizando
concentraciones crecientes de la muestra (3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 y 200 uM),
diluidas en etanol, que se mezclaron con el radical catiénico ABTS. Una vez estabilizada
la absorbancia de la reacciéon a los 6 min, se determiné la absorbancia de cada
muestra. Como control positivo se utilizé Trolox (Figura 9), un derivado de la vitamina
C, con alta capacidad antioxidante. La absorbancia se midid en un lector de placa
Labsystems Multiskan EX a una A = 734 nm. El cdlculo de la actividad antioxidante se
expresé como equivalentes de Trolox (ECso del antioxidante/ ECso Trolox), dando valor
de 1 a la Concentracion Efectiva 50 (ECso) del Trolox (concentracién de Trolox capaz de

generar una actividad antioxidante del 50 %).

CHs
HO O

OH

CHs

Figura 9. Estructura quimica del Trolox (Luo y cols,.

2009)

7. Andlisis estadistico

Los datos que se presentan en el apartado de “Resultados”, se expresan como
la media * error estandar de las valoraciones obtenidas en las muestras ensayadas. Los
datos han sido tratados con el programa GraphPad 5.0. En poblaciones multiples, con
diferentes medias, se analizé la varianza de las mismas mediante el test ANOVA
(analisis de varianza) de una rama, comparandose dichas medias mediante un test de
Bonferroni. Un valor de p igual o inferior a 0,05 se considerd estadisticamente

significativo.
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IV. RESULTADOS

1. Evaluacion de la citotoxicidad

La actividad citotdxica de la xantona GAG se ensay6 sobre la linea de leucemia
monocitaria aguda THP-1 y sobre la linea celular procedente de un adenocarcinoma de
colon humano HT-29, tras 24, 48 y 72 horas de incubacién, mediante el método de la

SRB. En ambos casos, se ensayaron concentraciones desde 6.25 uM hasta 100 pM.

Con esta técnica se busca determinar la concentracion del compuesto que
causa la muerte del 50% de la poblacién en cultivo (ICso), y asi evaluar la posible
actividad contra células cancerosas. Como se observa en la figura 10, el compuesto
GAG mostré una citotoxicidad notable sobre las células HT-29, tras 48 y 72 horas de
incubacién. Por el contrario, no se aprecié muerte celular en el control sin tratar

(control DMSO).
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Figura 10. Efecto de la xantona GAG sobre la viabilidad de las células HT-29. La viabilidad se midid a
diferentes concentraciones de GAG (desde 6.25 uM hasta 100 uM) mediante el método de la SRB a las
24 (A), 48 (B) y 72 horas (C). Se expresa en porcentaje respecto al control sin tratar (DMSQO). Los datos
son la media de 2 experimentos independientes.
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La actividad citotdxica de la xantona se confirmd tras el calculo de los valores

de ICsotras 48 y 72 horas de incubacion, representados en la tabla 3.

Tabla 3. Representacidon de los valores de 1Cso mostrados por la xantona GAG (uM) sobre la linea celular
HT-29 a 24, 48 y 72 horas de incubacién

GAG >100 16,63 + 1,98 16,72 + 2,96

En el caso de la linea celular THP-1, este ensayo permitié seleccionar
concentraciones no letales del compuesto, que mantienen una viabilidad celular del
100% tras 24 horas, para el posterior estudio de la produccion de la citocina TNF-a.
Como se aprecia en la figura 11 y la tabla 4, los resultados obtenidos tras los
experimentos realizados a este tiempo de incubacién mostraron valores de ICso
mayores de 100 puM, por lo que se concluyd que la xantona no presentaba
citotoxicidad sobre las células THP-1 tras 24h. Como refleja el calculo de la ICso, la

actividad citotéxica de este compuesto aumentd de manera progresiva tras 48 y 72

horas.
A. .
1 B.
120
10 a —
._____..--""f_"_ o —_— .
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% Wiabilidad

o ‘\L’—)\\ 3 BO
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Figura 11. Efecto de la xantona GAG sobre la viabilidad de las células THP-1. La viabilidad se midié a
diferentes concentraciones de GAG (desde 6.25 uM hasta 100 uM) mediante el método de la SRB a las 24
(A), 48 (B) y 72 horas (C). Se expresa en porcentaje respecto al control sin tratar (DMSO). Los datos son la
media de 2 experimentos independientes.
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Tabla 4. Representacion de los valores de 1Csp mostrados por la xantona GAG (UM) sobre macréfagos
THP-1 a 24, 48 y 72 horas de incubacién.

GAG >100 78,62 + 7,55 46,04 + 12,55

2. Evaluacién de la actividad antiinflamatoria

Para conocer la actividad antiinflamatoria de la xantona en estudio, GAG, se
evalud la produccién de la citocina TNF-a en células THP-1, diferenciadas a macréfagos
desde la forma monocitica. Se conoce que esta citocina juega un papel muy

importante en la respuesta inflamatoria del organismo (Toussirot y cols., 2012).

Las concentraciones ensayadas de GAG para determinar la produccidon de TNF-
a producida por los macréfagos fueron 1, 5 y 10 uM. Estas concentraciones se
seleccionaron segun el método de la SRB, asegurandose que no presentaban

citotoxicidad sobre las células THP-1.

Los resultados de la técnica ELISA pusieron de manifiesto un incremento
significativo de los niveles de TNF-a en las células estimuladas con LPS en comparacion
con las no estimuladas (control con DMSO) (p < 0.001) (Figura 12). Cabe destacar que
no se observaron diferencias significativas entre los controles con y sin DMSO (DMSO y
(-)DMSO0), por lo que se confirmdé que el DMSO no interfiere en la produccién de TNF-

a.

Como era de esperar, la dexametasona, utilizada como farmaco
antiinflamatorio, redujo significativamente la produccién de esta citocina (p < 0,001).
El tratamiento con la xantona durante 24 horas a las concentraciones de 5y 10 uM
indujo una reduccion significativa en los niveles de TNF-a respecto al control

estimulado con LPS (p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente).
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Figura 12. Efecto de la xantona GAG sobre la produccion de TNF-a en
macréfagos diferenciados a partir de la linea THP-1 (PMA 0,2 uM, 379C,
72 h). Las células recibieron un pretratamiento de 1h con la xantona (1, 5
y 10 uM) o con un control de dexametasona (1uM), y seguidamente se
estimularon con LPS (1 pg/mL) durante 24 horas. La produccion de TNF-a
se midié mediante ELISA.

Los datos corresponden a la medida + el error estandar de cuatro
experimentos independientes. El analisis estadistico se realizd mediante
un test ANOVA — Bonferroni. *** p < 0,001 vs. control DMSO; ++ p < 0,01
y +++ p < 0,001 vs. LPS.

3. Evaluacién de la actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de la xantona GAG, se utilizo el
método del ABTS, que como se menciond anteriormente, es un método que registra
los cambios de absorbancia mediante el cambio de color del ABTS en el tiempo, que
vira de azul a transparente y permite determinar la capacidad antioxidante en
muestras mediante absorbancia (A= 734 nm), de manera que a mayor absorbancia,
menor es la capacidad antioxidante. Como control positivo se usa el Trolox, para
demostrar la efectividad del compuesto en funcién del valor de éste, ya que al ser una

sustancia derivada de la vitamina C, es altamente antioxidante.

Para conocer la concentracidén que ejerce una actividad antioxidante del 50%,
fue calculada la concentracion efectiva (ECsp), mostrada en la tabla 5 junto con el
equivalente en Trolox, que mide la concentracidon de muestra necesaria para tener una

actividad antioxidante similar a la del Trolox.

24



Como se observa en la tabla 5, el compuesto GAG presenta una destacada
actividad antioxidante, ya que por cada unidad de Trolox son necesarias Unicamente

2,71 unidades de GAG para tener la misma capacidad antioxidante que el Trolox.

Tabla 5. Actividad antioxidante de la xantona GAG, medida por el método del ABTS. Se calculé el ECso de
la muestra y del control positivo Trolox, asi como el equivalente de Trolox.

Trolox 24,23 £2,97 1

GAG 65,67 £ 0,17 2,71 0,01

25



V. DISCUSION

La inflamacién aguda es la respuesta del organismo ante estimulos dafiinos de
un agente agresor para recuperar el estado de homeostasis. Sin embargo, cuando este
proceso se cronifica existe una activacidon persistente de las células del sistema
inmune. Durante este proceso, los monocitos y macrdéfagos activados liberan
sustancias pro-inflamatorias, como son las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-8, entre otras, que
a su vez actuan sobre los neutrdfilos y otras células inmunes (Ko y Jeon, 2015). En este
punto, es importante la acciéon de factores de transcripcién como el factor nuclear
kappa B (NF-kB) (Vendramini-Costa y Carvalho, 2012). Esta proteina citoplasmatica se
encuentra generalmente inactiva, esperando sefiales de ciertos estimulos entre los
gue se encuentra el TNF-a, dando lugar a su activacion y consecuente estimulacién de
células pro-inflamatorias (Beinke y Ley, 2004). La sefializacidn derivada de la activacién
del NF-kB estimula la expresion de multiples moléculas, como citocinas pro-
inflamatorias, y enzimas como la COX-2 e iNOS (Figura 13), que tienen un papel clave
en el origen de numerosas patologias inflamatorias y en la evolucién del cancer

(Orlando, 2010).
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Figura 13. Esquema de la activacién de citocinas pro-inflamatorias

26



Numerosas evidencias han demostrado que un estado inflamatorio crénico
constituye la base de muchas patologias como el asma, la diabetes, la ateroesclerosis,
la artritis reumatoide o el cancer. En relacién al cdncer, estudios epidemioldgicos han
asociado que hasta un 25% de los tumores diagnosticados tienen en su origen, o en su
evolucién, un componente inflamatorio importante (Vendramini-Costa y Carvalho,
2012). Entre las enfermedades inflamatorias asociadas al desarrollo de cancer destaca
la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), que puede derivar a cancer de colon (CCR).
Este cancer es el tercer tipo mds comun de cédncer y también la segunda causa de
muerte relacionada con enfermedad cancerosa en los paises industrializados. En su

etiologia se encuentran factores genéticos y ambientales, con la Ell de base.

En la actualidad se estan evaluando nuevas alternativas en el tratamiento de
enfermedades con base inflamatoria, incluyendo la Ell y el CCR. La mirada estd puesta
en buena medida en los productos de origen natural, que constituyen una fuente
importante de compuestos base, Utiles para el desarrollo de sustancias con interés
terapéutico. En este sentido, cabe destacar las xantonas del género Garcinia, que

presentan una amplia variedad de actividades bioldgicas.

En base a estos antecedentes, el objetivo de nuestro estudio fue evaluar la
actividad citotéxica de la xantona GAG, extraida de Garcinia achachairu, sobre las
lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano HT-29 y de leucemia aguda
humana THP-1, asi como su actividad antiinflamatoria en macréfagos THP-1 y su accién

antioxidante respecto al compuesto ABTS.

En relacidn a la citotoxicidad de la xantona GAG, los datos obtenidos en la linea
celular de adenocarcinoma de colon HT-29 evidenciaron una notable actividad
citotoxica del compuesto a las 48 y 72 horas, que fue mayor que para la linea THP-1.
Nuestros resultados concuerdan con datos previos de la literatura que muestran que
un extracto de Garcinia mangostana, constituido por un 81% de a-mangostan y un
16% de y-mangostan, presentd una potente actividad citotdxica en las células de
cancer de colon HCT-116. Este efecto fue confirmado en ratones xendgrafos
inyectados con dichas células (Aisha y cols., 2012). Asimismo, el a-mangostan también

ha demostrado citotoxicidad en una linea celular de cancer de mama humano
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(Kritsanawong y cols., 2016). En la misma linea, un estudio previo reveld la actividad
anticancer del acido gambogico, procedente de Garcinia hanburyi, en la linea de
cancer de colon HCT-15. Estos efectos estuvieron relacionados con la activacién de la

apoptosis a través de la via de sefializacion JNK (Huang y cols., 2015).

En cuanto al estudio de la actividad antiinflamatoria de GAG, se evalud la
produccién de la citocina pro-inflamatoria TNF-a, involucrada en la regulacion de
varios procesos fisioldgicos y patoldgicos, entre los que se incluyen la inflamacién y el
cancer (LU y cols., 2012). Los resultados del presente trabajo pusieron de manifiesto
una importante actividad antiinflamatoria para este compuesto, al ser capaz de inhibir
la produccion de TNF-a en macréfagos THP-1 estimulados con LPS. Estos resultados
coinciden con un estudio previo in vitro, donde se muestra que una xantona aislada de
Garcinia esculenta inhibio los niveles de IL-6, IL-12 y TNF-a en macréfagos RAW264.7
estimulados con LPS e interferén y. Ademads, este compuesto redujo la expresion de las
enzimas iINOS y COX-2, con la consecuente inhibicidn de la produccidon de NO y PEG;.
Los autores sugieren que estos efectos antiinflamatorios podrian ser debidos a una
accién inhibitoria sobre el NF-kB (Zhang y cols., 2015). Resultados similares fueron
observados con el compuesto B-mangostin, procedente de Garcinia mangostana
(Syam vy cols., 2014) y con un extracto etandlico de Garcinia subelliptica en macrdéfagos
estimulados con LPS (Cho y Cho, 2016). Sin embargo, a diferencia de lo observado en
nuestro estudio, este extracto no fue capaz de reducir los niveles de TNF-a. La
actividad antiinflamatoria de diferentes xantonas del género Garcinia también se ha
demostrado en diferentes modelos in vivo. En este sentido, el acido gambogico mostré
actividad antipsoriasica cuando se administrd por via tépica en un modelo de ratones
transgénicos con psoriasis moderada (Wen y cols., 2014). De manera similar, el -
mangostin redujo el infiltrado inflamatorio en un modelo de peritonitis inducida por

carragenina en ratones (Syam y cols., 2014).

Por otro lado, se sabe que la capacidad antioxidante que poseen algunos
compuestos vegetales depende de su estructura quimica, concretamente del
heterociclo que contiene oxigeno, el cual se encuentra también en las xantonas
(Ahmad, 2016). Asi, un estudio reciente ha mostrado la actividad antioxidante de una

xantona aislada de Garcinia atroviridis, evaluada por la técnica del 2 2-diphenyl-1-
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picrylhydrazyl (DPPH) (Tan y cols., 2016). En la misma linea, nuestros resultados de la
técnica de ABTS evidenciaron una destacada actividad antioxidante del compuesto

GAG, en relacidn con la actividad del compuesto de referencia Trolox.

Como conclusion, los resultados presentados en este trabajo demostraron la
actividad citotoxica de la xantona GAG, aislada de Garcinia achachairu, en las células
HT-29, asi como su accién antiinflamatoria sobre la linea celular THP-1 y su efecto
antioxidante. Estos datos sugieren el indudable interés de las xantonas como
alternativa terapéutica en el tratamiento de patologias inflamatorias y en la

prevencion del cancer.
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VI. CONCLUSIONES

1. Los ensayos de citotoxicidad mediante el ensayo de la SRB muestran que la
xantona GAG posee una notable actividad citotoxica en la linea de
adenocarcinoma de colon humano HT-29, tras 48 y 72 horas de incubacion.

2. El compuesto GAG presenta una potente actividad antiinflamatoria in vitro,
generando una inhibicion significativa de la producciéon de la citocina pro-
inflamatoria TNF-a en macroéfagos THP-1, a las concentraciones de 5y 10 uM.

3. Laxantona GAG muestra una importante actividad antioxidante con respecto al
compuesto de referencia Trolox.

4. Estos datos sugieren el indudable interés de las xantonas como alternativa
terapéutica en el tratamiento de patologias inflamatorias y en la prevencion del

cancer.
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VIII.ABREVIATURAS

ABTS: 2,2-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
CCR: Cancer de colon

COX-2: Ciclooxigenasa-2

DEX: Dexametasona

DMSO: Dimetilsulféxido

ECso: Concentracion Efectiva 50

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal

ECACC: Banco Europeo de Cultivos Celulares

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcidén ligado a enzima
FARMOLAP: Farmacologia Molecular y Aplicada
HRP: Peroxidasa de rabano

HT-29: Linea de adenocarcinoma de colon humano
ICso: indice de inhibicién 50

iNOS: Oxido Nitrico Sintasa Inducible

LPS: Lipopolisacarido

MAPK: Proteinas cinasas activadas por mitégenos
MMP-2 / MMP-9: Metaloproteinasas de la matriz-2/9
NF-kB: Factor nuclear Kappa B

NO: Oxido Nitrico

PBS: Tampén fosfato salino

PGE2: Prostaglandina E2

PKC: Proteina cinasa C

PMA: porbol-12-miristato-13-acetato
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RIBECANCER: Red Iberoamericana de Investigacion en Cancer
ROS: Especies reactivas de oxigeno

SIRT-1: The Silent Information Regulator-1

SRB: Sulforhodamina B

TCA: Acido tricloroacético

THP-1: Linea monocitaria de leucemia aguda humana

TIE: 1,3,5,7-Tetrahydroxy-8-isoprenylxanthone

TMB: 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a
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