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RESUMEN

Introduccidén

La inflamacion es una respuesta bioldgica natural en donde interaccionan factores
solubles celulares, diferentes poblaciones celulares del sistema inmune innato y
adaptativo y otras poblaciones celulares como las células endoteliales. Este
proceso puede surgir en cualquier tejido vascularizado en respuesta a estimulos
externos (lesién traumatica o infecciones) o internos (reacciones autoinmunes) que
han lesionado su integridad. El proceso normalmente al control y resolucién de la
infeccion, a la recuperacion tisular y la curacion. La inflamacion parece estar
disefiada para funcionar en microambientes tisulares de forma rapida y aislada. Las
vias de sefializacion intracelular que activan a las células que participan en la
reaccion inflamatoria requieren de la activacibn del sistema del control
transcripcional NF-KB. En ocasiones esta respuesta puede alterarse produciendo
dafio permanente y consecuencias patoldgicas asociadas con enfermedades
cardiovasculares, respiratorias, digestivas o autoinmunes. Un caso extremo se
presenta durante el choque séptico en donde deja de haber procesos locales y la
inflamacion se convierte en un proceso sistémico. La presentacion de formas
descontroladas de la inflamacion han llevado a la busqueda y desarrollo de
compuestos capaces de interferir con el proceso inflamatorio diferentes niveles.

Existe un gran numero de farmacos antiinflamatorios, esteroideos y no esteroideos,
los cuales ejercen su accion farmacoldgica mediante el bloqueo de moléculas
mediadoras de la iniciacion y amplificacion de la respuesta inflamatoria. Sin

embargo, se ha reportado que, independientemente de la naturaleza esteroidea o



no esteroidea de los farmacos antiinflamatorios, cuando se consumen por periodos
largos pueden generar efectos adversos, lo cual justifica la busqueda de nuevos
compuestos antiinflamatorios. México cuenta con gran variedad de especies
vegetales con diferentes usos medicinales. Psacalium decompositum se usa en la
medicina tradicional como antidiabética y antiinflamatoria. Entre los principales
compuestos identificados en P. decompositum se encuentra el cacalol el cual se ha
reportado que presenta actividad antinflamatoria en modelos de inflamacion aguda.
Asi mismo se ha reportado que el compuesto es muy facil de oxidar, pero, al
acetilarlo en su grupo OH su estructura se vuelve es mas estable, produciendo
acetato de cacalol (CA). Sin embargo, poco se ha avanzado en el conocimiento de
las actividades de este compuesto y del mecanismo de accién antiinflamatoria que

podria presentar.

Objetivo
Determinar la accién del acetato de cacalol sobre la via de sefalizacion de NF-kB

asi como en la produccion de mediadores inflamatorios.

Materiales y métodos

Se cultivaron macréfagos de la linea RAW 264.7 y células endoteliales HUVEC
provenientes de cultivo primario. Los macréfagos de la linea RAW 264.7 y células
endoteliales HUVEC fueron tratadas con concentraciones diferentes de CA (35, 50,
70 y 100 pM) y posteriormente estimulados con LPS (5 pg/mL) para inducir una

respuesta inflamatoria. En los macréfagos RAW 264.7 se evaluaron las citocinas



TNF-a, IL-6 e IL-18 midiendo su expresion relativa por medio de gPCR vy la
concentracion por medio del método de ELISA. Posteriormente se midio la
expresion por medio de qPCR, la abundancia proteica por inmunoensayos tipo
Western Blot y la de actividad de COX-2. También se realiz6 un EMSA en cual se
evaluaron las interacciones del factor de transcripcion NF-kB con su secuencia
consenso y por medio inmunoensayos tipo Western Blot se evalu6 p65, IKB-a vy el
complejo IKK proteinas importantes rio arriba de la via de sefalizacion de NF-kB.

En las células HUVEC se evalué la expresion de ARNm por medio de gPCR y la
produccion de proteinas de ICAM y VCAM por inmunoensayos tipo Western Blot.
En el medio de cultivo se cuantifico la concentracién de NO por la técnica de Griess
y se midié a una absorbancia a 540 nm. En las células HUVEC al igual que en los
macrofagos RAW 264.7 también se evalué por medio de inmunoensayos tipo
Western Blot a p65, IKB-a y el complejo IKK, proteinas importantes rio arriba de la
via de sefalizacion de NF-kB. Por ultimo se realizé un ensayo de adhesién entre las
células HUVEC y las células U-937 marcadas con timidina tritiada y posteriormente
se cuantifico la cantidad de radioactividad en un contador de centelleo en donde se

cuantifico las células U-937 marcadas adheridas a las células HUVEC.

Resultados

Los resultados mostraron que en macrofagos RAW 264.7 el CA inhibi6 la expresion
y la produccion de TNF-aq, IL-6 e IL-18. También disminuy® la translocacion de NF-
KB al nucleo y con esto inhibié la sefializaciébn aguas arriba, disminuyendo los
niveles de fosforilacion de IKB-a y p65. CA. Ademas, disminuyo la actividad y la

expresion del ARNm de COX-2.



En el caso de las células HUVEC CA inhibié la expresion y la produccion de ICAM
y VCAM. Al igual que en los macréfagos en HUVEC CA también inhibié la
sefalizacion aguas arriba, disminuyendo los niveles de fosforilacion de IKB-a 'y p65;
asi como una disminucién en la produccion de NO. En el caso del ensayo de
adhesion también se observo una disminucion en la adhesion de las células U-937

a las células HUVEC.

Conclusion

El posible mecanismo del CA es afectar la fosforilacion de IKB-a y con esto disminuir
la fosforilacion de IKB-a, lo que generd una disminucién de la translocacién de NF-
kB al nucleo induciendo una disminucion en citocinas, moléculas de adhesion, NO,

COX-2, entre otras moléculas, generando con esto su efecto antiinflamatorio.

Estos resultados apoyen la idea de que este compuesto podria ser la base para la

sintesis de la proxima generacion de farmacos antiinflamatorios.



ABSTRACT
Introduction

Inflammation is a natural biological response in which soluble cellular factors,
different populations of the innate and adaptive immune response in others cells
type, such the endothelial cells interact. This process can arise in any vascularized
tissue in response to external stimuli (traumatic injury or infections) or internal stimuli
(autoimmune reactions) that have damaged its integrity. Inflammation is designed to
function within the tissue-microenvironment to provide a local and insolated
response. The signaling pathway activated in this cells populations is NF-KB system.
The process normally leads to recovery from infection and healing. Sometimes this
response can be altered, producing permanent damage and pathological
consequences associated with cardiovascular, respiratory, digestive or autoimmune
diseases. A extreme case occurs during septic shock were the local effect becomes

systemic.

There is a large number of steroidal and non-steroidal anti-inflammatory drugs,
which exert their pharmacological action by blocking molecules that mediate the
initiation and amplification of the inflammatory response. However, it has been
reported that, regardless of the steroidal or non-steroidal nature of anti-inflammatory
drugs, when consumed for long periods of time they can generate adverse effects,
which justifies the search for new anti-inflammatory compounds. Mexico has a great
variety of plant species with different medicinal uses. Psacalium decompositum is
used in traditional medicine as both an antidiabetic and anti-inflammatory. Among

the identified compounds in P. decompositum the main is cacalol, which has been



reported to have anti-inflammatory activity in acute inflammation models. Likewise,
it has been reported that the compound is very easy to oxidize, but, when acetylated
in its OH group, its structure becomes more stable, producing cacalol acetate (CA).
However, little progress has been made in understanding the activities of this

compound and the mechanism of anti-inflammatory action that it could present.

Objective

To determine the action of cacalol acetate on the NF-kB signaling pathway as well

as on the production of inflammatory mediators.

Materials and methods

Macrophages of the RAW 264.7 line and HUVEC endothelial cells from primary
culture were cultured. Macrophages of the RAW 264.7 line and HUVEC endothelial
cells were treated with different concentrations of CA (35, 50, 70 and 100 puM) and
subsequently stimulated with LPS (5 pg / mL) to induce an inflammatory response.
RAW 264.7 macrophages were evaluated for the cytokines TNF-a, IL-6 and IL-13
measuring its relative expression using gPCR and protein concentration using the
ELISA method. Subsequently, the expression was measured by qPCR, the protein

concentration by Western Blot and the activity of COX-2.

An EMSA was also performed in which the interactions of the transcription factor
NF-kB with its consensus sequence were evaluated, and by means of Western Blot
p65, IKB-a and the IKK complex were evaluated, all important upstream proteins of

the NF-kB signaling pathway.



In HUVEC cells, mRNA expression was evaluated by means of qPCR and the
production of ICAM and VCAM proteins by Western Blot. In the culture medium, the
NO concentration was quantified by the Griess technique and absorbance was
measured at 540 nm. In HUVEC cells, as in RAW 264.7 macrophages, p65, IKB-a
and the IKK complex were also evaluated by Western Blot, all important upstream
proteins of the NF-kB signaling pathway. Finally, an adhesion assay was performed
between HUVEC cells and U-937 cells labeled with tritiated-thymidine. Subsequently
the amount of radioactivity was quantified in a scintillation counter where the labeled

U-937 cells adhered to the HUVEC cells were quantified.

Results

The results showed that in RAW 264.7 macrophages, CA inhibited the expression
and production of TNF-a, IL-6 and IL-1p. It also inhibited the activation of NF-kB and
its upstream signaling, decreasing the levels of phosphorylation in IKB-a and p65.

AC. In addition, the activity and expression of COX-2 mRNA decreased.

In the case of HUVEC cells, CA inhibited the expression and production of ICAM
and VCAM. In macrophages as well as HUVEC cells, CA also inhibited upstream
signaling, decreasing the levels of phosphorylation in IKB-a and p65; as well as a
decrease in NO production. In the case of the adhesion test, a decrease in the

adhesion of U-937 cells to HUVEC cells was also observed.

Conclusion

A possible mechanism of CA is to affect the phosphorylation of IKB-a. The decrease

of the phosphorylation of IKB-a generated a decrease in the translocation of NF-kB



to the nucleus, inducing a decrease in cytokines, adhesion molecules, NO, COX-2,
among other molecules, thereby generating its inflammatory effect. This compound

could be the basis for the synthesis of next generation anti-inflammatory drugs.



INDICE

1. INTRODUCCION .....cuiiuiieieeeeeeceeee ettt ettt ettt et ae s 1
I I [ F= T g = T T o PRSPPI 1
1.1.1 Mediadores inflamatorioS..........cccuuuuiiiiiiie e e eeaans 5

1.2 Respuesta inflamatoria ..........ccoovuuiiiiiiii e 8
1.2.1 Macrofagos Y SU aCtVACION.........c.uuuieiiiieeeeeieeiiiiieiee e e e e e 9
1.2.2 Endotelio Y SU @CHIVACION ........ccoevviiiiiiiei e e e e e e e e e e eenans 10

L B Bl LS 13
1.3.1 EI LPS como inductor de la via de NF-KB...........cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeas 15

1.3.2 Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas (NF-KB) .......oouuiiiii e 16

1.4 Enfermedades cronicas caracterizadas por presentar procesos
Y1 F= U g F= 1 (0] 4 [0 3RS 20
1.5 Modelos de evaluacion de la actividad antiinflamatoria ................ccoeeeeee. 23
1.5.1 Modelo de edema en oreja inducido por TPA.......ccooeeiiiiiiviiiiiieee e 24
1.5.2 Modelo de estimulacién de macrofagos con LPS...........ccccoveeeieiieeennnn, 25
1.5 Tratamientos farmacoldgicos para la inflamacion. .............ccccccceiiiniiinneee. 26
1.5.1 Medicina tradicional utilizada en la inflamacion. .........................oo. 29
2. ANTECEDENTES ... 31
2.1 CoMPIEJO MALAIQUE ... .eeeieiieeeeiie et e e e e e e e e e e e eeaaas 31
2.1.1 Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob. & Brettell.......................... 31
2.1.2 Pruebas biologicas y compuestos de Psacalium decompositum........... 34
3L JUSTIFICACION ...ttt 38
A, HIPOTESIS ..ottt ettt ettt ee et 40
5. OBJETIVO GENERAL......ccc oo 40

6. OBIETIVOS PARTICULARES ... .o 40



7. MATERIAL Y METODO ....ouoitiiiiieiecieeeeeee ettt 41

7.1 Material VEQELAL. ......ooooveeiieei e 41
7.2 Obtencion de los extractos de la raiz de Psacalium decompositum. ........... 41
7.2.1 OBtenCIiON A CACAUON ... c..veeeeeee et et e e e e e e 41
7.2.2 Obtencion del acetato de CaCalol...........vveeeeeee e, 42
7.3 Modelo de evaluacion anti-inflamatoria in Vitro. ..........coeeeveeeeeeeeeieeeeeeeen, 43
T.3.1 CUIVOS CRIUIAIES ... et 43
7.3.2 Prueba de Cristal VIOIBLAL. ........ouneee e 45

7.3.3 Determinacion de concentraciones de citocinas (TNF-a, IL-1B3 e IL-6).. 46

7.3.4 Andlisis de la transcripcion génica en células RAW 264.7 y HUVEC .... 47

7.3.5 EXtraccion de Proteina...........ceuuuuiiiiieieiieeeeiie e 49
7.3.6 Ensayo de cambio de movilidad electroforético (EMSA) ..........ccccovveeee. 50
7.3.7 Inmunoensayos tipo Western BlIot ...........ccoovvviiiiiiiiiiiceee e 51
7.3.8 Actividad de COX-2 ......cooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 52
7.3.9 Ensayo de Adhesion de células U-937 sobre HUVEC..............ccc........ 52
7.3.10 Ensayo de Griess para cuantificacion de NO en HUVEC..................... 53

8. ANALISIS ESTADISTICO ....eiuiiiiieieieieieieie e 54
9. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e et e e e e eeaa e e eeenans 55
9.1 ANAIISIS fILOQUIMICO ... e e 55
9.1.1 Obtencion del CACAIOL............ccoiiiiiiiiii e 55
9.1.2 Obtencion del acetato de cacalol. ............cooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 56

9.2 EVAIUACION N VITIO ..ottt e e e e e e e e e 56
9.2.1 Prueba de Cristal Violeta ... 56
9.2.2 Secrecion de TNF-a, IL-B € IL-6 ....ccoeeeeiiiiiiiee e, 58
9.2.3 Expresion relativa de TNF-a, IL1B € IL-6..coovvvvvvveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 60

9.2.4 Actividad, expresion y produccidn de COX-2........ccoovvviiiiiiieeeeeeeeeeiininnnn, 61



10.

11.

12.

13.

14.

9.2.5 Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) ..........ccocevuneee. 63

9.2.6 Efecto del CA en la via de activacion de NF-kB estimulada por LPS. ... 64

9.2.7 Respuestas funcionales en células HUVEC tratadas con CA/LPS..... 72
DISCUSION ..ottt ettt 77
CONCLUSIONES. . ...t e e e e e e ena e eeees 88
PERSPECTIVAS ...t e s 89
REFERENCIAS ... et e e e s 90
ANEXOS oo aaaaa 101



1. INTRODUCCION

1.1 Inflamacién

El sistema inmune es esencial para combatir las infecciones, que inicia con el
desarrollo de fendmenos inflamatorios. Sin embargo, a pesar de que el objetivo sea
frenar el crecimiento de microorganismos este proceso causa lesiones locales y/o
sistémicas, siendo a veces dificil discernir entre los aspectos beneficiosos y
perjudiciales (Kishore, Kumar, Shanker, & Verma, 2019; Kong & Xu, 2018).

En términos generales la inflamacion es una respuesta bioldgica natural en donde
interaccionan factores solubles celulares, diferentes poblaciones del sistema inmune
e incluso otros tipos celulares como las células del endotelio vascular. Este proceso
puede surgir en cualquier tejido vascularizado en respuesta a estimulos externos
(lesion traumética o infecciones) o internos (reacciones autoinmunes) que han
lesionado su integridad. EIl proceso normalmente conduce al control y eliminacion
de la infeccién. Sin embargo, si la destruccion dirigida y la reparacion asistida no se
escalonan adecuadamente, la inflamacion puede conducir a un dafio tisular
persistente ocasionado por la accion de leucocitos, linfocitos o coldgeno. Los cinco
signos clasicos de la inflamacién son: enrojecimiento, hinchazén, calor, dolor y la
consiguiente pérdida de la funcion de los 6rganos. Estos signos son consecuencia
de efectos inducidos por los mediadores proinflamatorios (prostaglandinas y
citocinas) en el flujo sanguineo local, la permeabilidad vascular, la infiltracion de
leucocitos y la liberaciéon de agentes inductores de dolor (Berk et al., 2019; Cheng et

al., 2017; Feehan & Gilroy, 2019). Su objetivo es promover la eliminacién del agente



dafiino y restaurar el funcionamiento normal del tejido u 6rgano afectado.
Dependiendo de la naturaleza del agente infeccioso o de la "causa irritante”,
distinguimos los siguientes tipos de inflamacion: inflamacion microbiana,
autoinmune, alérgica, metabdlica, asociada a procesos de cancer y fisica. La
inflamacioén microbiana, causada por bacterias, virus, hongos y protozoos, genera
abscesos y granulomas, neumonia, infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana y otras enfermedades infecciosas. La inflamacién autoinmune, causada por
un ataque autoinmune aberrante por autoanticuerpos o células B y T autorreactivas,
media la artritis reumatoide, diabetes tipo 1, esclerosis multiple, enfermedad de
Crohn, psoriasis, lupus eritematoso sistémico y otras enfermedades autoinmunes.
La inflamacion alérgica, causada por alérgenos, media en dermatitis atdpica, rinitis
alérgica, asma y otras enfermedades alérgicas. La inflamacion metabdlica, causada
por la sobrealimentacion y la acumulacion excesiva de metabolitos (por ejemplo,
acido uUrico o ésteres de colesterol) como resultado de una disfuncion metabdlica
congénita o adquirida, media a la gota o la aterosclerosis, entre otras enfermedades
metabolicas. En el caso de la inflamacion fisica, esta es causada por traumatismos,
guemaduras y radiacion (Kotas & Medzhitov, 2015; Matsuzawa-Ishimoto, Hwang, &

Cadwell, 2018; Sato & Yanagita, 2018).

La inflamacidén localizada genera una respuesta de proteccion estrechamente
controlada por el organismo en el lugar de la lesion. La pérdida de este control local
o la aparicién de una respuesta de hiperactivada condicionan una repuesta sistémica
gue se conoce como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o SIRS. Una vez

iniciada la respuesta inflamatoria se ponen en marcha mecanismos compensadores



destinados a generar un balance entre el SIRS y mecanismos antiinflamatorios .Sin

embargo, el balance pude perderse produciendo un fallo de forma permanente, que

puede tener consecuencias patologicas (Cho et al.,, 2013; Cho et al.,, 2014,

Medzhitov, 2010)

En términos generales los signos macroscopicos que suelen acompafar la

inflamacion son: incremento de la temperatura (calor), eritema (rubor), edema

(hinchazon o reaccion inmediata o transitoria) y algesia (dolor), asi como la pérdida

de la funcion tisular en casos de inflamacién cronica y se puede clasificar en dos

grandes grupos dependiendo de su duracion:

Inflamacion aguda. Es aquella que se presenta en un lapso relativamente
corto con una duracion de minutos, horas o de pocos dias. Su principal
caracteristica es el aumento del diametro de los vasos sanguineos mediada
por la liberacién de éxido nitrico (NO) (vasodilatacion), una diminucion en las
adhesiones ocluyentes del endotelio vascular local, lo cual lleva a la
exudacion de fluidos (edema). Esta es la razon del enrojecimiento y del
aumento de temperatura en la zona lesionada. El aumento en la
permeabilidad vascular aumenta dando como resultado de una disminucion
de las uniones intercelulares, lo que se traduce en mayor permeabilidad de
los vasos sanguineos cercanos, permitiendo incluso el paso de proteinas
plasmaticas. El edema resultante es responsable de la acumulacién de liquido
en el tejido. Le sigue la migracién de leucocitos (principalmente neutrofilos)
hacia el sitio de la lesion (extravasacion). Esta quimiotaxis esta guiada por
guimiocinas y citocinas liberadas por células residentes y es amplificada por

las células endoteliales y los neutréfilos reclutados. La migracion se inicia con



una serie de eventos como la produccion de mediadores inflamatorios:
citocinas proinflamatorias (interleucinas: IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12; factor de
necrosis tumoral: TNF-a e INF-y), mediadores lipidicos (prostaglandinas: PG,
leucotrienos: LT, tromboxanos: TX y factor activador de plaquetas: PAF),
aminas (histamina y serotonina), Oxido nitrico (NO), especies reactivas de
oxigeno y proteasas plasmaticas (factor de complemento (C3) y cinasas, entre
otros (Egbewande, Nilsson, White, Coster, & Davis, 2017; Jones, Robb,
Perretti, & Rossi, 2016; Kotas & Medzhitov, 2015).

Inflamacion crénica. Es una repuesta prolongada de la inflamacion que resulta
de un dafio que no pudo ser reparado o la persistencia de un agente irritante.
La inflamacion también puede perpetuarse por la sobreproduccion de
mediadores inflamatorios (prostaglandinas, TNF-a, IL-6, NO). Se distingue de
la inflamacion aguda por la presencia de diferentes poblaciones celulares
como los macrofagos con fenotipo TH1 o Th2. Tiene una duracién de
semanas o0 meses y presenta un flujo de linfocitos, macréfagos y crecimiento
de fibroblastos. Se caracteriza por la destruccion de tejido y en algunos casos
se produce lesion tisular por las altas concentraciones de enzimas hidroliticas
y especie reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS, NOS), que puede concluir
en la pérdida de la funcién de la parte afectada. Un ejemplo de enfermedad
que involucra inflamacion cronica es la artritis reumatoide (Singh et al., 2019;

Tursi & Elisei, 2019)



1.1.1 Mediadores inflamatorios

Las células inmunitarias caracteristicas de la respuesta innata y adaptativa

responden a las agresiones proinflamatorias produciendo mediadores inflamatorios

intracelulares y extracelulares al tiempo que exhiben sus receptores afines. Por lo

tanto, la respuesta inflamatoria se perpetia mediante ciclos de retroalimentacion y

amplificacion.

Los mediadores inflamatorios pueden agruparse de diferentes formas, por ejemplo

dependiendo de la funcién que desempefian:

Aminas vasoactivas (histamina y serotonina). Se producen cuando hay
desgranulacién de plaquetas y mastocitos. Estas tienen efectos complejos
sobre la vasculatura, causando un aumento de la permeabilidad vascular y
vasodilataciébn o vasoconstriccion, dependiendo del estimulo (Medzhitov,
2008, 2010)

Quimiocinas. Se producen por muchos tipos de células en respuesta a
inductores de la inflamacion. Controlan la extravasacioén de leucocitos y la
guimiotaxis hacia los tejidos afectados (Kotas & Medzhitov, 2015).
Fragmentos del sistema de complemento (C3a, C4a y Cba) también
conocidos como anafilotoxinas. Se producen por varias vias de activacion del
complemento. C5a (y en menor medida C3a y C4a) promueven el
reclutamiento de granulocitos y monocitos e inducen la desgranulacion de
los mastocitos, lo que afecta el sistema vascular (Medzhitov, 2008; Medzhitov

& Horng, 2009).



Enzimas proteoliticas (elastina, catepsinas y metaloproteinasas de la matriz).
Estas moléculas tienen diversas funciones en la inflamacion, incluyendo la
defensa del huésped, la remodelacion tisular y la migracion de leucocitos
(Medzhitov, 2008).

Mediadores lipidicos (eicosanoides y factores activadores de plaqguetas). Se
derivan de fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina, que estan presentes en la
cara interna de las membranas celulares. Después de la activacion por iones
de Calcio (Ca?*) intracelular, la fosfolipasa citosélica A2 (PLA2) genera acido
araquiddnico (AA) y acido lisofosfatidico, a partir de fosfatidilcolina. El acido
araquidonico se metaboliza para formar eicosanoides, principalmente por la
ciclooxigenasas (COX-1y COX-2), y con ellos se promueve la produccion de
PG y TX; o por lipoxigenasa (LPO), que generan LT y lipoxinas (LX). Las
PGE2 y PGI2, causan vasodilatacién, y PGE2 también genera hiperalgesia y
es considerado un potente inductor de la fiebre. La segunda clase de
mediadores lipidicos son los factores activadores de plaquetas, los cuales
son generados por la acetilacion de acido lisofosfatidico y activan varios
procesos que se producen durante la respuesta inflamatoria, incluyendo el
reclutamiento de leucocitos, la vasodilatacién y vasoconstriccion, asi como el
aumento de la permeabilidad vascular y activacion de plaquetas (Chovatiya &
Medzhitov, 2014; Kotas & Medzhitov, 2015; Oliveira et al., 2014).

Citocinas inflamatorias (TNF-aq, IL-1, IL-6, etc.). Las citocinas son productos
proteicos que sirven como los mediadores mas importantes en el inicio de la

respuesta inflamatoria, especialmente TNFa y IL-IB, ya que son considerados



determinantes fisiopatolégicos de la sepsis y shock séptico. Se producen por
muchos tipos de células, principalmente por macréfagos y mastocitos. IL-1,
IL-6 y el TNF-a son producidas por macréfagos activados y tienen en comun
la capacidad para estimular a hepatocitos para producir proteinas de fase
aguda (APP), como son la proteina C reactiva, a-1l-antitripsina,
ceruloplasmina, haptoglobina, fibrindbgeno, proteina amiloide sérica, etc. En el
endotelio las citocinas favorecen la expresién de moléculas de adhesion para
monocito y neutrofilos (integrinas, selectinas y adherinas), permitiendo su
posterior migracion tisular. Ademas la IL-1 y el TNF-a, activan las células
endoteliales y suministran sefiales de co-estimulacion y mitogénesis a los
linfocitos B y T. La IL-6 estimula la secrecion de inmunoglobulinas y la
proliferacion de los linfocitos B (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2018; Oliveira et
al., 2014; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

e Moléculas de adhesién. Existen cuatro familias principales de moléculas de
adhesion. Las selectinas atraen a neutrdéfilos y plaquetas hacia el endotelio.
Las integrinas hacen que los neutrofilos se aplanen y facilitan su exudacion a
través de la pared endotelial; son importantes para la transcripcién y otras
funciones celulares. Las cadherinas favorecen las uniones celulares.
Finalmente, las inmunoglobulinas actdan uniéndose a las células (Turner,

Nedjai, Hurst, & Pennington, 2014; Yang, Chang, & Wei, 2016).

Los genes que codifican todos estos mediadores estan regulados por factores de
transcripcion proinflamatorios. La activacion de estos factores de transcripcion esta

controlada por supresores fisiologicos de la sefializacion de citocinas (SOCS) y otros



adaptadores intracelulares. Sin embargo, la capacidad de estas sefales de “Freno o
Apagamiento” fisioldgicos esta limitada en el tiempo, lo que permite la movilizacién
de factores de transcripcion en forma activa al nicleo. Este transporte se lleva a cabo
a través de importinas / carioferinas, estas proteinas son esenciales para el acceso
al genoma de los factores de transcripcién proinflamatorios (Buckley, Gilroy, Serhan,

Stockinger, & Tak, 2013; Lawrence & Fong, 2010; Medler & Wajant, 2019).

1.2 Respuesta inflamatoria

Como se ha mencionado anteriormente, la respuesta inflamatoria genera una gran
acumulacion y activacion de células inmunes y no inmunes en el sitio dafiado, estos
cambios se dan tanto por estimulos internos como externos. Dentro de las células
no inmunes que participan en este proceso estan, los queratinocitos de la piel, las
células epiteliales de las mucosas y las células endoteliales, las cuales actian como
una "barrera" especifica de 6rganos y son los centinelas de primera linea bajo
estimulos exdgenos y enddgenos de inflamacion. Las células inmunes como los
leucocitos polimorfonucleares (neutrdéfilos, eosindéfilos, basofilos) y los macréfagos,
ubicados en posiciones estratégicas, alertan al sistema inmunoldgico de la presencia
y ubicacion de agentes irritantes que causan inflamacion y modulan la respuesta

inflamatoria (Branco, Yoshikawa, Pietrobon, & Sato, 2018; Ip & Medzhitov, 2015).

A pesar de que existen diferentes células que participan en este proceso los
macroéfagos y las células endoteliales son considerados un factor constante en el
proceso, su participacion es continua e independiente al origen de la respuesta

inflamatoria.



1.2.1 Macréfagos y su activacion

Los macrofagos forman parte del sistema fagocitico mononuclear, derivan de un
precursor que es el monocito y tiene como funcion principal la fagocitosis. Los
macrofagos dependiendo de los estimulos que se encuentren en su microambiente
pueden polarizarse en dos fenotipos en general: Macréfagos M1 (tipo
proinflamatorio) los cuales son importante en la defensa contra patdégenos, la
fagocitosis, la secrecién de citocinas proinflamatorias y moléculas microbicidas y
macrofagos; Macréfagos M2 (tipo antiinflamatorio) que participan en la regulacion de
la fase de resolucién de la inflamacién y la reparacion de los tejidos dafiados (Moreira

Lopes, Mosser, & Goncalves, 2020).

A diferencia de otras células del sistema inmunoldgico, tales como los linfocitos B y
T, los cuales en condiciones basales se encuentran en quiescencia 0 reposo y cuya
activacion siempre conlleva un proceso de expansion clonal caracterizado por una
elevada tasa proliferativa, los macréfagos, se encuentran en constante proliferacion
o bien bajo el proceso de activacién de activacion ejerciendo funciones especificas

(Medzhitov, 2010; Sato & Yanagita, 2018; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

Estas células secretan una gran variedad de sustancias, que participan en maltiples
procesos biologicos, entre los que se encuentran el crecimiento celular y la
citotoxicidad. Dentro los compuestos secretados encontramos: enzimas (por
ejemplo, lisozima), metabolitos del oxigeno y del nitrégeno e intermediarios del
metabolismo lipidico (por ejemplo, prostaglandinas) citocinas como el TNF-[J, IL-1-
0 e IL-6, promueven el reclutamiento de otras células inflamatorias, principalmente

neutroéfilos en los puntos de inflamacion y son responsables de la mayor parte de los



efectos sistémicos de la inflamacion (como por ejemplo, la fiebre). Finalmente, los
macrofagos también producen factores de crecimiento para fibroblastos (FGF, TGF-
b) y para el endotelio vascular, de manera que se favorece el riego sanguineo y la
reparacion de tejidos dafiados. Debido a la gran abundancia de este tipo celular, a
su distribucion, a su motilidad y capacidad de respuesta, los macrofagos son
considerados una de las piezas clave en la respuesta inmune e inflamatoria (Decano,

Mattson, & Aikawa, 2016; Nathan & Ding, 2010; Oliveira et al., 2014).

En orden cronoldgico, la respuesta de los macréfagos en el proceso inflamatorio se
basa en primera instancia, en la activacion de macréfagos para fagocitar y con esto
eliminar a la fuente que inicio el proceso inflamatorio. Se genera ademas una
atraccion de células inflamatorias a la zona afectada, fundamentalmente un mayor
namero de macréfagos o de algunas otras células fagocitarias, generando grandes
cantidades de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno entre los que se
encuentran el 6xido nitrico (NO), peroxido de hidrégeno (H202), anién superoxido
(02), y peroxinitrito (ONOO-) con la finalidad de eliminar al agente que

desencadend el proceso inflamatorio (Csonka et al., 2015; Feehan & Gilroy, 2019).

En ocasiones la inflamacion es persistente, lo cual desencadena una amplificacion
de la sefal y con esto la activacion del sistema de complemento, que conduce a la
formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC), capaz de lisar a las células
0 microorganismos responsables de iniciar el proceso inflamatorio.

1.2.2 Endotelio y su activacién

Por otro lado tenemos a las células endoteliales, estas se encuentran formado una

monocapa de células que recubre la superficie luminar de los vasos sanguineos,
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este se encuentra entre la sangre y los tejidos. Las células endoteliales estan
funcionalmente relacionadas con las células del sistema inmune, por ejemplo
durante las etapas finales del embarazo el endotelio del cordén umbilica se convierte
en un centro de maduracion hematopoyético. Cuando un tejido se encuentra en
condiciones no inflamatorias (reposo), las células del endotelio vascular tienen
diferentes funciones como mantener la fluidez de la sangre, regular el flujo
sanguineo, mantener la permeabilidad vascular y controlar los leucocitos circulantes
también participan en este proceso regulando la extravasacion de los leucocitos
desde el torrente sanguineo hacia las zonas de inflamacion (Filep, 2013; Jantsch,

Binger, Muller, & Titze, 2014; Yang et al., 2016).

El flujo sanguineo es regulado por el balance de moléculas que controlan las células
del masculo liso que rodean el vaso sanguineo y por la produccion de NO que es un
potente vasorelajante. La permeabilidad vascular permite regular la salida de
proteinas grandes de la sangre al tejido, como albumina y anticuerpos, mediante
modificaciones en uniones estrechas y adherentes entre células endoteliales.
Finalmente, las células endoteliales en reposo no interactian con los leucocitos
circulantes, ya que las moléculas de adhesién que disponen, se encuentran
secuestradas en vesiculas intracelulares conocidas como cuerpos de Weibel-Palade
(Chung, Leanderson, Lundberg, & Jonasson, 2017; Cobos-Segarra, Lopez-

Jaramillo, Ponte-Negretti Ci, Villar, & Penaherrera, 2018; Li et al., 2017)

Las células endoteliales se pueden activar de dos formas: la activacion de tipo I, que
es rapida y no depende de la activacion de nuevos genes y la activacion tipo I, que

es lenta y depende de la activacion de nuevos genes.
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e Laactivacion endotelial de tipo | ocurre en los primeros 10 a 20 min y esta
mediada por la union de ligandos a sus receptores que se encuentran
acoplados a proteina G, lo cual desencadena la catalisis de fosfolipidos de
membrana, que producen un aumento de calcio.

e La activaciéon endotelial de tipo Il, se da después de que los receptores
comienzan a perder su sensibilidad, limitando el proceso inflamatorio. Ocurre
una activacion endotelial persistente o activacion tipo Il donde actdan dos
mediadores principales que provienen principalmente de leucocitos activados:
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleucina 1 (IL-1). La
interaccion de TNFa e IL-1 con sus ligandos, inducen la activacion de factores
de transcripcion como el Factor nuclear kB (NF-kB) y la Proteina activadora 1
(AP1), que conllevan a la transcripcion de nuevos genes y a la traduccién de
nuevas proteinas. Por lo tanto la respuesta a la activacion de tipo Il es mas
tardia y se sostiene el aporte de moléculas que contribuyen al sostenimiento

del proceso inflamatorio agudo.

Una vez que la células endoteliales se activan la infiltracion de las células
inflamatorias sigue una secuencia temporal, donde participan por un lado las
sustancias quimiotropicas endogenas; como Cba, histamina y LT B; y por otro lado
sustancias quimiotropicas exogenas como oligopéptidos iniciados con N-formil-
metionina secretado por bacteria. Ambos grupos de moléculas activan a las células
endoteliales de los vasos que irrigan la zona inflamada, induciendo la expresién de
la molécula de adhesion como selectina P(Chung et al., 2017; Cobos-Segarra et al.,

2018; Decano et al., 2016; Li et al., 2017).
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Componentes bacterianos como el lipopolisacéarido (LPS), o citocinas como el TNF-
a (procedentes de macrofagos que ya han llegado al foco inflamatorio) también son

potentes inductores del proceso inflamatorio.

Recientemente se ha descrito que las células endoteliales contribuyen al ambiente
proinflamatorio secretando activamente IL-6 e IL-8 asi como los ligando de CD2,
ICOS (Co-receptor de linfocitos T) 4-1BB, OX40, todos ellos involucrados en la
formacién y activacion de linfocitos T de memoria (Pober & Sessa, 2007). Por todo
lo anterior queda claro que las células endoteliales juegan un papel central en el
reclutamiento de células del sistema inmune innato y adaptativo y en la activacion y

generacion de linfocitos T de memoria.

1.3 EILPS

El LPS, también conocido como endotoxina, es uno de los componentes
estructurales de la membrana exterior de las bacterias Gram negativas y es el
ejemplo paradigmatico de loa patrones moleculares de reconocimiento de patégenos

(PAMPSs) que se unen y activan a la familia de receptores semejantes TOLL.

Desde el punto de vista estructural, el LPS esta formado por tres regiones distintas:
una region central compuesta por polisacaridos repetitivos, una estructura de tipo
antigeno-O, ambas hidrofilicas, y un dominio hidrofébico formado por seis cadenas
de acidos grasos, también denominado lipido A, que representa el componente
biol6gicamente activo del LPS. Debido a su estructura, el LPS actia como una
molécula anfipatica y muy poco soluble en soluciones acuosas (Jones et al., 2016;
Kim, Lee, & Jeon, 2015; Tsukamoto, Fukudome, Takao, Tsuneyoshi, & Kimoto,

2010).
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En los macréfagos, la activacion de TLR4 por LPS induce la sintesis de citocinas,
tales como TNF-0J, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-OO00, TGF-, metabolitos del
acido araquidodnico (prostaglandinas y leucotrienos) y otros lipidos bioactivos (factor
activador de plaquetas, etc), péptidos quimiotacticos y especies reactivas del
oxigeno y del nitrdgeno. La mayor parte de estos productos inducidos por el LPS
actuan de forma autocrina sobre los propios macréfagos y algunos de ellos, como
por ejemplo, los metabolitos del &cido araquidénico o el IFN-JJ[J, controlan la
expresion de genes tardios en el contexto de la respuesta al LPS. Sin embargo, no
todos estos productos ejercen un efecto positivo sobre la respuesta de los
macrofagos. Por ejemplo, la IL-10 forma parte de un mecanismo autoinhibidor que
controla la produccion de otras citocinas como el TNF-0O (Bak, Truong, Kang, Jun, &
Jeong, 2013; Choodej, Pudhom, & Mitsunaga, 2018; Tsukamoto et al., 2010; Tursi &

Elisei, 2019).

Las células endoteliales, al igual que la mayoria de los epitelios, expresan receptores
TLRA4, que al activarse, inducen la expresion de selectina E la cual se une a algunas
glicoproteinas de los neutréfilos y monocitos, de modo que los leucocitos circulantes,
al pasar por las zonas donde el endotelio se ha activado, se pegan a la pared del
vaso y comienzan un proceso de movimiento llamado "rolling" a lo largo de la misma,
sin separarse de ella (Freire & Van Dyke, 2013). A su vez en la superficie de las
células endoteliales existen otras moléculas de adhesion denominadas moléculas de
adhesion intercelular (ICAM), que presentan dos ligandos en la superficie
leucocitaria, estos son: CD11a/CD18 (también llamado LFA-1) y CD11b/CD18 (el

receptor de C3bi conocido como Mac-1). En condiciones normales, la interaccion

14



entre ICAM-1 y sus ligandos presentes en las membranas de los neutrofilos es débil,
pero bajo circunstancias inflamatorias, los leucocitos en fase de "rolling" que ya han
sido afectados por las sustancias quimiotropicas (Cba, histamina, leucotrieno B)
liberadas en el foco inflamatorio, hacen que se produzca un cambio en la
configuraciéon de CD11a/CD18 y de CD11b/CD18 teniendo como consecuencia que
su interaccion con ICAM-1 sea lo suficientemente fuerte para detenerlos vy fijarlos al
endotelio (Freire & Van Dyke, 2013; Kotas & Medzhitov, 2015; Medzhitov & Janeway,

2000).

Los leucocitos atrapados por el endotelio activado, ponen en juego otras
interacciones entre moléculas de superficie y se abren paso entre las células
endoteliales para salir del vaso sanguineo (principalmente de los capilares),
completando un proceso clasicamente conocido como diapédesis. Una vez fuera del
vaso, los leucocitos se mueven a favor del gradiente de concentracién de los
mediadores quimiotacticos, dirigiéndose hacia el foco inflamatorio (Kratofil, Kubes, &
Deniset, 2016; Lawrence & Fong, 2010).

1.3.1 EI LPS como inductor de la via de NF-kB

Los macréfagos vy las células endoteliales juegan un papel modulador crucial en la
iniciacion y perpetuacion de la respuesta inflamatoria, ya que contienen una variedad
de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que como se mencioné antes,
reconocen moléculas con patrones moleculares genéricos expresados en la
superficie de organismos extrafios con la finalidad de eliminarlos. Un ejemplo de
estos receptores son los receptores tipo Toll (TLR), los cuales pueden ser activados

por diferentes estimulos, entre los que destaca el LPS (Ip & Medzhitov, 2015).
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El LPS se une a la proteina de union al LPS (LBP), la cual cataliza el paso de los
agregados de LPS y los transfiere al receptor CD14 que tiene como funcién principal
transferir el LPS al complejo encargado de su reconocimiento (TLR4/MD-2). La MD-
2 se asocia con el receptor TLR4. La union del LPS a la porcién externa del receptor
TLR4 induce al dominio TIR (dominio citoplasmético con homologia al dominio
citoplasmatico de IL1-R) al unirse y activa a MyD88 (gen de diferenciacion mieloide
de respuesta primaria). En un extremo MyD88 presenta un dominio TIR a través del
cual interacciona con el dominio TIR de TLR4, en el otro extremo posee un dominio
muerte (DD). MyD88, a través de este dominio de muerte, interacciona con IRAK
(kinasa asociada a IL1-R), la cual inicia una cascada de activacion de kinasas
activando IKK, el cual fosforila a IkB que en condiciones basales, secuestra a el
factor de transcripcion NF-kB, inactivandolo. Una vez en el nucleo activa la
transcripcion de genes que estan implicados en la respuesta inflamatoria inducida
por LPS (TNF-a, IL1 B, IL6, COX-2, V-CAM e I-CAM). Por lo tanto, la activacion del
NF-B es un proceso fundamental en el desarrollo de la inflamacion (Buckley et al.,

2013; Cho et al., 2013; Medzhitov & Horng, 2009; Tsukamoto et al., 2010).

1.3.2 Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NF-kB)

NF-kB es un factor de transcripcion nuclear que esta particularmente preparado para
la defensa en aquellas condiciones que atenten contra la homeostasis de un sistema
biolégico, como son las infecciones virales y bacterianas o por algun tipo de estrés
fisico (Lawrence & Fong, 2010). En el tejido crénicamente inflamado, en el que los
estimulos patogénicos externos parecen estar ausentes, TNF-a e IL-1 actGan como

inductores enddgenos primarios de NF-kB. Cuando las células son expuestas tanto
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a estimulos externos, como es el caso del LPS, o estimulos internos como TNF-a e
IL-1, una cascada de eventos conduce a la fosforilacion y subsecuente degradacion
de sus inhibidores, por lo que NF-kB es liberado para entrar en el nucleo y activar la
expresion de genes. Estos complejos citoplasmaticos que son capaces de efectuar
una translocacion nuclear son conocidos como la familia de transcripcion NF-kB/Rel.
Esta incluye a NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), p65 (RelA), RelB, y c-Rel.
Muchos miembros de esta familia (con excepcibn de RelB) pueden
homodimerizarse, asi como formar heterodimeros entre ellos. La forma activada de
NF-kB que mas prevalece es un heterodimero que consiste en la subunidad p50 y
p65, la cual contiene dominios de transactivacion necesarios para la induccién de

genes (Chae, 2018; Du, Sun, & Hu, 2018; Fritsche, 2015).

La expresion de proteinas de NF-kB puede proveer especificidad por sitios y eventos
en respuesta a estimulos particulares. Las proteinas p50 y p65 desempefian un
papel fundamental en la produccion constitutiva de IL-6 en los fibroblastos sinoviales
de la artritis reumatoide, mientras la activacion de p65 por trombina regula la
expresion de ICAM-1 en células endoteliales. Los heterodimeros p50 y p65 estan
intimamente involucrados en la activacién de genes proinflamatorios por IL-1 o TNF-
a en monocitos humanos, y estos efectos son bloqueados por la citocina anti-
inflamatoria IL-10 (Kotas & Medzhitov, 2015). Estas diferencias, junto a mdultiples
variaciones en los sitios de enlace semejantes a NF-kB que interactuan con ciertos
hetero y homodimeros NF-kBs, permiten a las células responder al ambiente externo

en el tiempo apropiado y con los genes correctos.
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Figura 1.Via de sefalizacion de NF-KB activada por LPS en macréfagos y en células

endoteliales.

NF-kB existe en el citoplasma en una forma inactiva asociada a proteinas
reguladoras llamadas inhibidores de kB (IkB), de los cuales los mas importantes
pueden ser IkBa, IKBB, e IkBe que contienen mdltiples repeticiones de ankirina las
cuales interactian con los dominios de localizacion nuclear de las proteinas de la
familia Rel (Rel Homolog Domain; RHD) previo a su translocacion. Los IkBs mejor
estudiados son el a y el B, ambos se fosforilan en respuesta a diferentes estimulos
en los residuos de serinas: S32 y S36. En casi todos los tipos celulares donde se ha

probado, tanto el TNF-a, LPS, el PMA y la IL-1b, inducen una rapida y completa
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degradacion de IkB-a desde los 5 min. Sin embargo, la ausencia de IkB-a es
transitoria ya que 1 h después de haber sido degradada aparecen nuevamente
niveles detectables de proteina. La fosforilacion de IkB, es un paso importante en la
activacion de NF-kB, el cual esta mediado por un complejo de proteinas cinasas
llamado IKK. El complejo IKK contiene al menos tres subunidades, que incluyen las
cinasas IKKa e IKKB (también llamadas IKK-1 e IKK-2, respectivamente), y la
subunidad reguladora IKK-y (NEMO). La activacion de IKK inicia con la fosforilacion
de IkBa en NH2- terminales especificos de residuos de serina. IkBa fosforilado es
ubiquitinizado, convirtiéndose en un blanco para la degradacion por el proteosoma
26S, liberando el dimero NF-kB del complejo NF-kB—IkB citoplasmatico y las
proteinas NF-kBs se translocan al nucleo, donde se unen a elementos especificos
en las regiones promotoras de los genes diana para activar asi la expresion génica.
Posteriormente IKK también fosforila IKB3 e IkBe para su degradacion (Jain, Dhingra,

Narsinghani, & Sharma, 2016; Lawrence, 2009; Lawrence & Fong, 2010).

La activacion de NF-kB incrementa la expresion de moléculas de adhesién, E
selectina, VCAM-1, e ICAM-1, mientras la inhibicion de NF-kB reduce la adhesion y
transmigracion de leucocitos. Sin embargo, este factor de transcripcidn participa en
otros procesos biolégicos como en la induccion o inhibicion de la apoptosis

(Chovatiya & Medzhitov, 2014).

NF-kB es altamente activado en sitios de inflamacién en diversas enfermedades y
puede inducir la transcripcion de citocinas proinflamatorias, tales como TNF-a, IL-1f3,
IL-6, e IL- 8, quimiocinas, ICAM, metaloproteinasas de la matriz (MMPs), COX-2 y

activa a la INOS. Por ejemplo, en artritis reumatoide, NF-kB es sobre-expresado en
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la membrana sinovial inflamada y su actividad puede aumentar el reclutamiento de
células inflamatorias y la produccion de mediadores proinflamatorios tales como IL-
1, IL-6, IL-8, y TNF-a (Feehan & Gilroy, 2019; Lawrence & Fong, 2010; Shapouri-
Moghaddam et al., 2018).

1.4 Enfermedades crénicas caracterizadas por presentar procesos
inflamatorios.

Las enfermedades cronicas son la principal causa de mortalidad en el mundo y
representan aproximadamente el 60% de todas las muertes. Se sabe que varios
biomarcadores inflamatorios se alteran en enfermedades cronicas. Tal es el caso de
los factores de transcripcion NF-kB y STAT3, sus productos de transcripcion como
las citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8) y enzimas como COX-2, MMP-
9, moléculas de adhesion celular (CAM), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), etc (Feehan & Gilroy, 2019; Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Singh et al.,

2019).

El cancer es una de las principales enfermedades influenciadas por la inflamacion
cronica, ya que se sabe que, la respuesta inflamatoria ayuda positivamente en el
desarrollo del tumor, actuando como un proceso de promocién y aumentando asi el
riesgo de malignidad. Aproximadamente el 15% de los casos de cancer estan
asociados a una infeccion persistente y una inflamacion cronica. Se ha establecido
que el sistema NF-kB se encuentra activo constitutivamente en varios tipos de
canceres, como cancer de mama, colon, higado, pulmon, pancreas, etc. Se ha
observado que en respuesta a carcinébgenos como el tabaco, el alcohol y la

exposicion a la radiacion y otros se encuentra una activacion permanente de esta
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via. NF-kB activa posteriormente cientos de productos génicos proinflamatorios,
incluidos TNF-a, IL-1, IL-6, quimiocinas, MMP-9, 5-LOX, VEGF y COX-2. La
activacion de NF-kB también conduce a radiorresistencia y quimiorresistencia. Estas
observaciones sugieren que NF-kB juega un papel importante en la inflamacion vy el

cancer (Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Singh et al., 2019).

Otra enfermedad crénica inducida por inflamacion es la artritis reumatoide (AR), que
es una enfermedad autoinmune caracterizada por la produccion de la citocina
proinflamatoria IL-17. Los estudios sugirieron que las citocinas proinflamatorias
como IL-1B, IL-6 y TNF-a también desempefian funciones patologicas en el
desarrollo de la AR (Shen, Abu-Amer, O'Keefe, & McAlinden, 2017; Yang et al.,

2016).

En la enfermedad de Alzheimer (EA), que es la enfermedad neurodegenerativa
cronica prevalente, la inflamacion tiene un papel esencial en la patogénesis de la
enfermedad. La evidencia acumulada ha demostrado que el depdsito de beta
amiloide extracelular en la EA conduce a una regulacion positiva de los mediadores
proinflamatorios IL-18, IL-6 y TNF-a, por parte de las células inmunitarias activadas,
que promueven vias inflamatorias adicionales a traves de la instigacion de COX -2y

NF-kB (Forloni & Balducci, 2018; Heppner, Ransohoff, & Becher, 2015).

La enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es un grupo de trastornos inflamatorios
del tracto digestivo, que incluye principalmente la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa. Los mediadores inflamatorios, incluidas las citocinas (TNF-a, IL-13, IL-6,
IL-17 e IL-21), los eicosanoides y los metabolitos reactivos del oxigeno, desempefian

un papel vital en la causa de la enfermedad inflamatoria crénica en la Ell Ademas, la
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activacion de la via de sefializacion STAT3 se asocia con colitis y cancer colorrecta

(Oliveira et al., 2014; Rea et al., 2018).

El asma alérgica es una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias causada
por la exposicibn a alérgenos que provocan broncoconstriccion. El asma se
caracteriza por un desequilibrio entre Thl y Th2 y una produccion excesiva de
especies reactivas de oxigeno. Las células Th2 liberan varias citocinas, como IL-4 e
IL-13, que a su vez producen inmunoglobulina, IgE, lo que da lugar a una respuesta
alérgica. Numerosos estudios también indican que la atenuacién de la via
inflamatoria de tipo 2 provocé una reduccion clinicamente sustancial de las
exacerbaciones del asma. Por tanto, ah es evidente que la inflamacion de tipo 2 es
un mecanismo imperativo de susceptibilidad a la exacerbacion del asma(Siczek et

al., 2016; Tak & Firestein, 2001; Zhang & Chen, 2017).

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica crénica que afecta a mas
de 170 millones de personas en todo el mundo. La DM tipo 1 es inducida por la
inflamacion cronica de los islotes pancreaticos, mientras que la DM tipo 2 se asocia
con resistencia a la insulina, lo que resulta en una produccion elevada de marcadores
inflamatorios como la proteina C reactiva (PCR), IL-6 y TNF-a. Los pacientes con
diabetes tipo 2 tienen una mayor probabilidad de desarrollar aterosclerosis, que es
una enfermedad en la que la placa se acumula en las arterias. Los eicosanoides
derivados del acido araquidonico como la prostaglandina E 2 (PGE 2) y el leucotrieno
B4 (LTB4) son los mediadores proinflamatorios potenciales en la aterosclerosis y
estan regulados por NF-kB (Tornatore, Thotakura, Bennett, Moretti, & Franzoso,

2012; Tursi & Elisei, 2019).
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En conjunto, es evidente que la desregulacién de las vias inflamatorias es el
mecanismo subyacente de diversas enfermedades crénicas. Es por eso que, se han
desarrollado muchos farmacos que se dirigen a las vias inflamatorias para el
tratamiento de estas enfermedades. Sin embargo, la mayoria de estos
medicamentos desarrollados hasta ah son muy costosos y no estan exentos de
efectos secundarios adversos. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de
desarrollar medicamentos seguros, asequibles y eficaces para la prevencion y el

tratamiento de estas enfermedades cronicas.

1.5 Modelos de evaluacién de la actividad antiinflamatoria

Existen diversos modelos experimentales que se utilizan para el estudio de principios
activos con propiedades antiinflamatorias los cuales se pueden desarrollar tanto in
vivo o in vitro. En la mayoria de los modelos in vivo se utilizan sustancias irritantes
como el TPA (13-cetato del-12-O-tetradecanoilforbol), carragenina y aceite de
croton, los cuales inducen un efecto inflamatorio local y favorecen el incremento de
la enzima mieloperoxidasa (MPO) teniendo como resultado la generacion de un
edema. En estos modelos la inhibicion del edema es el parametro que indica el efecto
antinflamatorio de la sustancia que se evalta (Khan et al., 2012; Rakariyatham et al.,
2019). En los modelo in vitro se utilizan células fagociticas, principalmente
macréfagos, ya que estos responden a una variedad de estimulos de membrana
(principalmente LPS) liberando diferentes mediadores proinflamatorios (citocinas,
ROS,NOS, prostaglandinas, entre otros). Lo que se busca en este modelo es
disminuir los mediadores proinflamatorios inducidos por la estimulacion con LPS

(Abiodun et al., 2016; Kwon, 2016)
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1.5.1 Modelo de edema en oreja inducido por TPA

Los modelos de evaluacion antiinflamatoria varian en la intensidad de la reaccion,

se pueden generar modelos de inflamacion aguda, subcrénica 6 crénica.

Dentro de los modelos de inflamacién aguda encontramos el modelo de edema
auricular en raton inducido por el TPA, posee propiedades irritantes, produciendo
una inflacion prolongada, intensa vy bifasica en la epidermis (F. Siddiqui et al., 2016;

Theoduloz et al., 2015).

La primera fase esta caracterizada por el edema de la dermis y el aumento de los
niveles de TNF-a. Debido a su estereoquimica como analogo conformacional del
diacilglicerol, el TPA desencadena varios eventos vinculados con la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) dependiente de calcio, lo cual lleva a la activacion de la
PLA2 vy a la liberacidon de acido araquiddnico el cual es el precursor de las PG.
Ademas activa factores de transcripcion como NF-kB y AP1, que llevan a cabo la
expresion de citocinas proinflamatorias (R. Garg, Ramchandani, & Maru, 2008;

Passos et al., 2013).

En la segunda fase se observa una induccién de la enzima COX-2. Se ha reportado
que el TPA induce una respuesta inflamatoria de larga duracion en comparacion con
el acido araquiddnico, asociada con la acumulacion de macrofagos y de células
PMN (basdfilos, neutrdéfilos, eosindfilos), asi como la produccion de eicosanoides
tales como el receptor de LTB4 y la PGE2 bloqueada por AINESs e inhibidores de la
5-LO, con un aumento en la permeabilidad vascular e infiltracion de neutréfilos. Asi

mismo se observa un aumento de la actividad de la mieloperoxidasa en los sitios de
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aplicacion e inducciéon de la INOS entre otros eventos (Castro, Ocampo, & Franco,

2014; Cervini-Silva et al., 2013)

Como resultado se desencadenan todos los eventos propios del proceso
inflamatorio: vasodilatacion, y eritema, extravasacion y edema. A nivel histoldgico,
se produce: agregacion plaquetaria, agregacion y adherencia de compuestos PMN,
migracion a la dermis y desgranulacion de mastocitos. A nivel bioquimico, en min y
hasta varias h después, se elevan el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y las PGs

El, E2 y F2 (Huang et al., 2011; Park, Jin, Choi, Byun, & Jeong, 2011).
1.5.2 Modelo de estimulacién de macréfagos con LPS

Dado que las células fagociticas, tales como los leucocitos polimorfonucleares
(PMN) y principalmente los macrofagos, responden a una variedad de estimulos de
membrana son considerados importantes moduladores de la iniciacion y
perpetuacion de la respuesta inflamatoria. Ademas, por su capacidad para sintetizar
mediadores biolégicos, como citocinas prostaglandinas y ROS, son muy utilizados

como modelos de inflamacién in vitro.

Estas células son estimuladas con LPS, un fosfoglicolipido que se encuentrainmerso
a la membrana bacteriana (lipido A) unido covalentemente a un heteropolisacarido
hidrofilico (esta region es la que confiere actividad biolégica a la molécula). Este a
su vez comprende dos regiones: la cadena O-especifica también llamada antigeno
O, formada por unidades repetitivas de oligosacarido; y el core, que a su vez se
subdivide en core externo (formado por hexosas), mediante el cual se une al

antigeno O; y el core interno (formado por heptosas) (Brandenburg K, 2016). El lipido
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A se une a esta porcion mediante un residuo llamado KDO (acido 2-keto-3-

deoxioctanoico) (Tsukamoto et al., 2010).

Una vez que el LPS se une a sus receptores se inicia la cascada de sefializacion
que tiene como finalidad la translocacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB y
con estos llevar acabo la transcripcidbn de genes que estan implicados en la
respuesta inflamatoria como TNF-a, IL1 B, IL6, COX-2, ROS, moléculas de adhesion
(Ip & Medzhitov, 2015; Medzhitov & Horng, 2009; Palsson-McDermott & O'Neill,

2004; Tsukamoto et al., 2010).

1.5 Tratamientos farmacoldgicos para la inflamacion.

Las enfermedades inflamatorias se tratan con medicamentos antiinflamatorios
convencionales, los cuales tienen su accion farmacolégica principalmente
bloqueando la accion de moléculas mediadoras de la iniciacion y amplificacion de la
respuesta inflamatoria. En la actualidad existen un gran numero de farmacos
empleados para tratar los procesos inflamatorios agudos y crénicos. Estos se
clasifican en antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos (AINES) (Cheekavolu &
Muniappan, 2016). Los antiinflamatorios mas importantes son los glucocorticoides
(cortisol, cortisona, prednisolona y dexametasona). Actian a traveés de receptores
especificos citoplasmaticos, los cuales son activados formando un complejo cortisol-
receptor glucocorticoide el cual interacciona con el factor de transcripcion nuclear
NF-kB, y migran al nucleo induciendo cambios en la transcripcion de determinados
genes implicados en la respuesta inflamatoria y también se sabe que tienen efectos

post-transcripcionales 'y disminuyen la estabilidad de algunos ARNM
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proinflamatorios (Bak et al., 2013; Barnes, 2016)Los efectos de estos esteroides son
el resultado de la inhibicion de la expresion de moléculas de adhesién y de citocinas

proinflamatorias, como IL-12, TNF-a y prostaglandinas (Hoppstadter et al., 2016).

Los AINEs constituyen un grupo de sustancias quimicamente heterogéneo que
favorecen el aumento de permeabilidad vascular y la quimiotaxis de los neutréfilos
en la reacciéon inflamatoria. Entre ellos encontramos al &cido acetilsalicilico, el
ibuprofeno, la indometacina, el peroixicam, el rofecoxib y el colecoxib, entre otros
involucrados en el control terapéutico de la inflamacién, con propiedades analgésicas
y antipiréticas. Los AINEs son un grupo amplio de farmacos que tienen como
caracteristica principal inducir, analgesia, antipiresis y desinflamacion, sin embargo
el potencial terapéutico para cada una de estas propiedades no es el mismo entre
ellos. Asi, podremos encontrar un AINE con mayor efecto analgésico que otro, pero
con mayor efecto antipirético. Uno de los farmacos mas utilizados esta la
indometacina, la cual es conocida como un agente antiinflamatorio no esteroideo con
actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética (Kwon, 2016; Lee, Kim, & Han,
2013). ElI mecanismo principal de estos medicamentos es la inhibicion de las
enzimas COX-1 y COX-2, que inducen la sintesis de PG y TX, esto lo hacen
compitiendo con el AA por el sitio activo. Cada AINE presenta un modo de inhibicion,
gue se puede incluir dentro de tres modos de inhibicidon generales: (a) unién rapida
y de forma reversible (ej. ibuprofeno, acido mefenamico, acido flufenamico,
piroxicam, naproxeno); (b) unién reversible y rapida con baja afinidad seguida de
unioén, dependiente de tiempo, reversible y lenta (pseudoirreversible), produciendo

un cambio conformacional en la proteina (ej. flurbiprofeno, indometacina,
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diclofenaco, &acido meclofendmico) y (c) unidén rapida y reversible seguida de
modificacion covalente (ej. union de la aspirina por acetilacion del residuo Ser530
(Andreas et al., 2009; Woodward et al., 2016; Wyns, Plessers, De Backer, Meyer, &
Croubels, 2015)

Existen AINESs selectivos para la COX-2 y algunos estudios muestras que COX-2, es
la causante de los efectos proinflamatorios, debido a la expresién de esta en células
gue participan en la respuesta inflamatoria, como macrofagos y monocitos. Por otro
lado, se ha visto que la inhibicibn de la COX-1 produce lesion del conducto
gastrointestinal, hemorragias en el estémago, disfuncién plaquetaria y carece de
efectos antiinflamatorios importantes. Los AINEs selectivos de COX-2 normalmente
presentan en su estructura un grupo sulfonamida, metilsulféxido o tioéter, que en la
mayoria de los casos interaccionan con el residuo Arg 513 o Argl20 que se
encuentran en el sitio hidrofébico de COX-2, produciendo un cambio conformacional
que tienen como resultado la inhibicién de la enzima (Liu, Moon, Jenkins, Sims, &
Gross, 2016; Simpson et al., 2015; Thompson et al., 2016).

La mayoria de los antinflamatorios causan efectos adversos asociados aun consumo
por largos periodos. En el caso de los AINEs la mayoria de los efectos adversos se
deben a que no son selectivos de COX-2, los mas comunes son: nauseas, dolor
abdominal, pirosis, dispepsia, mareos, cefalea y somnolencia (Lon, Liu, & Jusko,
2012). Los efectos adversos de los antinflamatorios esteroideos son mas severos en
comparacion con los AINEs, entre ellos encontramos efectos sobre la piel (deterioro
de piel 6 acné), aumento de peso, un mayor riesgo de infecciones (debido a la
disminucién de la inmunidad), trastornos de la vision (cataratas; después de

tratamientos largos y tomados durante varios meses 0 afios), problemas digestivos
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(incluyendo ulceras), aparicibn o aumento de la hipertensién, descompensacion
psiquiatrica (hiperexcitacion y depresién), entre otros. (Bahl et al., 2014; Huang et
al., 2011). Debido a que el uso cronico de AINES trae como consecuencia efectos
indeseables, la poblacibn que padece de enfermedades inflamatorias cronicas
recurre a la medicina tradicional como alternativa para controlar la inflamaciéon. Por
esta razon las plantas medicinales presentan una fuente importante para la
busqueda de nuevos farmacos los cuales puedan ser selectivos y con ello aminorar
la aparicion de efectos adversos.

1.5.1 Medicina tradicional utilizada en la inflamacion.

Segun la organizacion Mundial de la Salud (OMS), la medicina tradicional es la suma
de conocimientos, técnicas y practicas, basadas en teorias, creencias y experiencias
propias de diferentes culturas, que se utilizan para mantener la salud prevenir,

diagnosticar, mejorar o tratar trastornos fisicos o mentales.

Una planta medicinal se puede definir como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que son empleadas para el tratamiento tradicional de enfermedades.
Actualmente se sabe que las plantas medicinales constituyen un recurso valioso en
los sistemas de salud de los paises en desarrollo, y aunque no existen datos precisos
para evaluar la extension del uso global de las plantas medicinales, la OMS ha
estimado que cerca del 65-80% de la poblacion mundial recurre principalmente a la
medicina tradicional para la atencion primaria de su salud, siendo la herbolaria una
de las practicas mas recurrida (Nonnenmacher & Hiller, 2018; Staniek et al., 2013;

Tursi & Elisei, 2019).
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Actualmente se conocen un gran numero de especies con actividad terapéutica. En
México y otros paises, éstas forman parte integral de la rica tradicion de la cultura
popular, también es importante mencionar que varios de los compuestos aislados de
las plantas han servido como base para fabricacion de diversos farmacos que ya se
ya se encuentran en el mercado. La gran diversidad botanica de Mesoamérica se
refleja en que, s6lo en México, existen cerca de 21600 especies de plantas
vasculares, de las cuales mas de 3350 son consideradas como plantas medicinales.
Sin embargo, a pesar de su riqueza y variedad, sélo un pequefio porcentaje de las
plantas medicinales mexicanas han sido investigadas desde el punto de vista
fitoquimico y farmacologico (Alves-Silva, Monica, Carla, Ligia, & Henrique, 2016;
Arulselvan et al., 2016). Ademas, la caracterizacion de los principios activos permite
purificar los compuestos presentes en las plantas y descartar en los estudios con
modelos in vivo o in vitro, aquellos que pudieran ser toéxicos o generar efectos
adversos. En este sentido, los estudios de productos naturales con actividad
antiinflamatoria estan dirigidos a la busqueda de nuevos agentes que no presenten
los efectos adversos mencionados anteriormente y a la produccion de derivados
sintéticos con actividad mejorada (Balunas & Kinghorn, 2005; Gautam, Jachak, &

Saklani, 2011).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Complejo matarique

Algunas plantas medicinales se agrupan para su reconocimiento en complejos. Un
complejo se define como un conjunto de especies de plantas que comparten
nombres en comun, caracteristicas morfolégicas y/o aromaticas, asi como el uso
terapéutico en la medicina tradicional (Linares & Bye, 1987). EI complejo permite
explorara las bases etnobotanicas para entender como la gente reconoce aprovecha

y maneja las plantas dependiendo de sus necesidades.

El complejo matarique lo conforman especies de la familia Asteraceae nativas de
México y Estados Unidos. Estas son: Psacalium decompositum, Psacalium
sinuatum, Psacalium radulifolium y Psacalium peltatum. Todas estas especies se
utilizan principalmente como remedio para diabetes, pero también para reumatismo,
enfermedades gastrointestinales y enfermedades del riidn. A pesar de que las
especies que conforman ese complejo se utilizan para los mismos padecimientos,
Psacalium decompositum es considerada una de las mas importantes, ya que
ademas de utilizarse en su ambito natural, también se comercializa en mercados y
es considerada como la especie mas efectiva del complejo en el tratamiento de las
afecciones mencionadas anteriormente (Alarcon-Aguilar, Jimenez-Estrada, Reyes-
Chilpa, Gonzalez-Paredes, et al., 2000; Alarcon-Aguilar et al., 1997).

2.1.1 Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob. & Brettell

Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob. & Brettell perteneciente a la familia
Asteraceae, es una hierba silvestre de los pinares del noroeste de Meéxico,

comunmente conocida como “matarique”, llega a medir entre 30 cm a 1.6 m de altura,

31



su inflorescencia posee de 10 a 24 flores, con péndulos de hasta 2 cm de largo. Las
flores son hermafroditas, corola simpétala, de color crema a café, posee un rizoma
fibroso y grueso (Figura 2) (Linares & Bye, 1987). Es utilizada localmente por el
pueblo Raramuri y campesinos del Estado de Chihuahua como remedio en la
medicina popular. Es utilizada en una decoccién de raices y rizoma para el
tratamiento de trastornos reumaticos, dolores, coélicos hepaticos y renales,
neuralgias, Ulceras y resfriados. Ademas, las raices machacadas se utilizan en
mordeduras de vibora y la infusidn de las raices como antiséptico en heridas (Anaya,

Hernandez-Bautista, Torres-Barragan, Leon-Cantero, & Jimenez-Estrada, 1996).

Su clasificacion taxonémica es:

e Reino: Plantae

e Divisién: Magnoliophyta

e Subclase: Asteridae

e Orden: Asteterales

e Familia: Asteraceae

e Geénero: Psacalium

e Especie: Psacalium decompositm (Gray) H.E. Robins & Brettell

e Nombre comun: Matarique

e Sinonimia: Cacalia decomposita A. Gray, Mesadenia decomposita (A. Gray),

Odontotric decompositum (A. Gray) Rydberg.
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Figura 2. A) Hojas, B) Flores y C) Raices de Psacalium decompositum (Alexander,
2006)

Estudios fitoquimicos de las raices y el rizoma de P. decompositum permitieron la
identificacion de sesquiterpenoides como cacalol, cacalona, epicacalona, maturina,
maturona, 3-hidroxicacalolida, epi-3-hidroxicacalolida (Figura 3). Por medio estos
estudios también se observé que uno de los compuestos mayoritarios presentes en

el extracto hexanico es el cacalol (Correa 1966).

o/

o)

OH
O
a) cacalona b) maturina
O O
o) O
H
c) maturinona d) maturona
H
o)
e) cacalol

Figura 3. Sesquiterpenos mayoritarios aislados de las raices de P. decompositum.
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2.1.2 Pruebas biol6gicas y compuestos de Psacalium decompositum.

Con respecto a los estudios dirigidos para determinar los constituyentes quimicos
de las raices de Psacalium decompositum se han utilizado extractos de diferente
polaridad, desde los mas polares como el extracto acuoso hasta los menos polares
como es el extracto con éter de petroleo. Del extracto hexanico se han aislado y
caracterizado mas de diez compuestos, siendo el cacalol, la cacalona, la maturina,
la maturinona y la maturona los sesquiterpenos mas abundantes (Alarcon-Aguilar,

Jimenez-Estrada, Reyes-Chilpa, & Roman-Ramos, 2000; Anaya et al., 1996)

Las primeras pruebas biolégicas de Psacalium decompositum fueron para
determinar si tenia actividad fungicida y antimicrobiana. Para observar su actividad
fungica se utilizo el extracto acuoso de las raices, el cual presento actividad contra
hongos fitopatdogénos, principalmente contra Alternaria, Pythium, Fusarium vy
Helminthosporium, siendo un herbicida y fungicida selectivo natural (Anaya et al.,

1996).

Para observar su actividad antimicrobiana se utilizaron extractos metandlico,
hexanico y de acetato de etilo de las raiz utilizando el método de antibiograma, en
donde se observd que los extractos tiene efectos sobre bacterias como: Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus y Streptococcus

pyogenes (Jiménez-Estada, 1992).

En 2009 se determind que el cacalol, la cacalona y el acetato de cacalol bloquean
los canales de potasio dependientes de ATP de manera similar a la glibenclamida
en la aorta de rata estimuladas con diazéxido (Campos, Oropeza, Torres-Sosa,

Jimenez-Estrada, & Reyes-Chilpa, 2009). Entre otros estudios se demostré que el
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cacalol inhibe la desgranulacién de los mastocitos activada por FceRl in vitro, esto a
través de la interferencia de la movilizacion de calcio intracelular (Castillo-Arellano et

al., 2018).

En los dltimos afios los estudios de Psacalium decompositum han estado dirigidos a
su efecto hipoglucemiante. Las propiedades hipoglucemiantes han sido ampliamente
estudiadas utilizando extractos acusosos de la raices de Psacalium decompositum
en ratones de la cepa C57BL-6J también ratones CD-1 normoglucémicos y con
diabetes experimental, asi como en conejos temporalmente hiperglucémicos, en
donde ha tenido una buena actividad antihiperglucemiante o hipoglucemiante
(Alarcon-Aguilar, Jimenez-Estrada, Reyes-Chilpa, & Roman-Ramos, 2000; Alarcon-
Aguilar et al.,, 1997). Ademéas de extractos acuosos liofilizados se han obtenido
fracciones de ricas en polisacéridos tipo fructano (siete unidades de fructosa y una
de glucosa) conocidas como fracciones ricas en fructooligosacéaridos (FOS) (Figura
4) las cuales redujeron significativamente la glucosa en sangre en ayunas en ratones
con diabéticos, lo que sugiere que esta fraccion es la responsable de los efectos
hipoglucémicos observados (Jimenez-Estrada et al., 2011). Recientemente, se
demostré que el tratamiento esta fraccion también reduce significativamente los
niveles de colesterol, triglicéridos, asi como una disminucién del peso corporal,
también disminuyo los niveles de IL-6, IFN-y, MCP-1, IL-18 y VEGF en un modelo

de sindrome metabdlico en rata (Merino-Aguilar et al., 2014).

Mientras que las propiedades antimicrobianas, fungicidas e hipoglucemiantes de las
raices de Psacalium decompositum han sido ampliamente estudiadas, no ha sido

asi para su propiedad antiinflamatoria, la cual no ha sido investigada con
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profundidad. Existe un reporte in vivo donde el extracto hexanico de Psacalium
decompositum asi como el cacalol y la cacalona fueron probados en dos modelos
de inflamacion en rata (edema subplantar inducida por carragenina y edema
auricular inducido por TPA) observandose una clara inhibicion del edema en ambos
modelos (Jimenez-Estrada et al., 2006). Sin embargo, aun no se describe el
mecanismo farmacoldgico por el cual Psacalium decompositum ejerce efecto

antiinflamatorio.

A

Figura 4. Estructura de la fructana, compuesto aislado de las raices de P.

decompositum.
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Tabla 1. Antecedentes de P. decompositum.

ANO EXTRACTO SE ENCONTRO: REFERENCIA
1992 Metandlico, Efecto bactericida Jiménez- Estrada M
hexanico y et al., 1992,
acetato de etilo
1996  Acuoso Actividad de herbicida y fungicida. Anaya Aet al., 1996.
2000 Hexanico Se aislaron y caracterizado mas de diez compuestos, Alarcon- Aguilar J et
siendo el cacalol, la cacalona, la maturina, la maturinona y al., 2000.
la maturona los sesquiterpenos mas abundantes
2000  Acuoso Actividad hipoglucemiante. Alarcén- Aguilar J et
al., 2000.
2006 Hexanico El cacalol y la cacalona tienen un efecto antiinflamatorio en  Jiménez-Estrada et
modelos de carragenina y TPA. al., 2006
2009 Hexanico El cacalol, |la cacalona y el acetato de cacalol bloquean los Campos, Oropeza et
canales de potasio dependientes de ATP en la aorta de al., 2009.
rata estimuladas con diazéxido
2011 Acuoso Se aislé una fraccion rica en fructooligosacaridos (FOS)  Jiménez-Estrada et
con efectos hipoglucémicos. al., 2011.
2014 Acuoso La fraccion FOS redujo los niveles de colesterol, Merino-Aguilar et al.,
triglicéridos, asi como una disminucion del peso corporal, 2014
IL-6, IFN-y, MCP-1, IL-1B y VEGF en un modelo de
sindrome metabdlico en rata.
2018  Hexanico El cacalol inhibe la desgranulacion de los mastocitos  Castillo-Arellano et

activada por FceRl in vitro, esto a través de la interferencia
de la movilizacién de calcio intracelular.

al., 2018.




3. JUSTIFICACION

Las enfermedades caracterizadas por un proceso inflamatorio conllevan un gran
impacto social, econémico y en la calidad de vida de quienes las padecen. Las
enfermedades que pasan por procesos inflamatorios agudos o cronicos se agravan
cada vez mas por el uso excesivo de opiaceos para el dolor inflamatorio, la
discapacidad duradera y el deterioro cognitivo de sus victimas. Es por eso que
reducir el alcance y la duracion de la inflamacion causada por factores microbianos,
autoinmunes, constitutivos, alérgicos, metabolicos y fisicos afectara de manera

beneficiosa la calidad de vida, la economia y la longevidad de la poblacion mundial.

Desafortunadamente los agentes antiinflamatorios de uso clinico para el tratamiento
de la inflamacién pueden presentar diferentes efectos adversos como nauseas,
vomitos, lesiones del tubo digestivo hasta inmunosupresion. La busqueda de nuevos
antinflamatorios con mecanismos accion distintos permitia desarrollar nuevos
compuestos con diferentes efectos adversos (Filep, 2013). Esto representa un

motivo muy importante para la busqueda de nuevos compuestos antiinflamatorios.

En este sentido, las plantas medicinales son una fuente potencial para el
descubrimiento de dichos compuestos y su estudio permitira validar con métodos
cientificos el uso de la planta en la medicina tradicional mexicana. Es conocido que
las plantas sintetizan una gran cantidad de metabolitos secundarios como son los
flavonoides, glucosidos, fenoles y terpenos. En este sentido los terpenos son la clase
mas abundante y extendida de compuestos que se han asociado con multiples
actividades farmacolégicas, como antioxidantes antiproliferativos, antiinflamatorios,

e incluso se han asociado con la capacidad de modular las vias de sefalizacion
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celular implicadas en la inflamacion. Incluso hay reportes de que pueden actuar

como inhibidores de NF-kB (Arulselvan et al., 2016; N. Garg et al., 2017).

Un ejemplo de estas plantas es Psacalium decompositum a partir de la cual se han
aislados diversos compuestos sesquiterpenicos como el cacalol del cual se ha
descrito que tiene efecto antiinflamatorio por inhibicién del edema en los modelos de
carragenina y TPA (Jimenez-Estrada et al., 2006). Se ha informado que la forma
acetilada de este compuesto (acetato de cacalol) es la mas estable, aunque se
desconoce el efecto antiinflamatorio de este derivado y su influencia en la via de
sefializacion de NF-kB. Por tal motivo, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar
al acetato de cacalol (CA) como un posible modulador sobre la via de sefalizacion
NF-kB, tras la activacion inducida por LPS de macréfagos RAW 264.7y células

HUVEC.
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4. HIPOTESIS

El efecto del acetato de cacalol puede regular cambios en la via de activacion de NF-

kB, y en la sintesis de las citocinas inflamatorias, COX-2 y 6xido nitrico en diferentes

tipos celulares in vitro.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la accién del acetato de cacalol sobre la via de sefalizacion de NF-kB

asi como en la produccion de mediadores inflamatorios.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la accion del acetato de cacalol sobre la via de NF-kB y sus
inhibidores en macrofagos y células endoteliales en cultivo estimulados por
LPS.

Determinar el efecto del acetato de cacalol mediante la produccion y
liberacion de citocinas (TNF-a, IL-1B8 e IL-6), en cultivo de macréfagos
estimulados por LPS.

Determinar el efecto del acetato de cacalol mediante la produccion vy
actividad de COX-2 en macrofagos estimulados por LPS.

Determinar el efecto del acetato de cacalol mediante la produccion de NO y
sobre la produccién de moléculas de adhesién (ICAM-1y VCAM-1) en células

endoteliales estimulados por LPS.
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7. MATERIAL Y METODO

7.1 Material vegetal.

Las raices de la planta fueron proporcionadas por el Dr. Jiménez Estrada del Instituto
de Quimica de la UNAM, las cuales fueron colectadas en la localidad de Norogachi,
ubicada en el municipio de Guachochi, Chih., siendo sus coordenadas geograficas
27°16'25" latitud norte, 107°07'56" longitud oeste y una altitud de 2,131 m s.n.m en
el mes de marzo del 2015. La identificacion taxondmica de la planta fue determinada
empleando claves taxondmicas y comparandola con ejemplares localizados en el
herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social (Herbario

IMSSM, No. 11489).

7.2 Obtencidn de los extractos de la raiz de Psacalium decompositum.

La raiz de P. decompositum (500 g) se seco y se fragmento para posteriormente
macerarla a temperatura ambiente con hexano (4 L/ 24 h / 5 veces) con el fin de
extraer los compuestos menos polares (sesquiterpenos), todo esto en una campana
de flujo laminar. EI monitoreo de las maceraciones se realiz6 por cromatografia en
capa fina (CCF), utilizando placas cromatografias recubiertas de gel silice 60
(ALUGRAM SIL G/UV2s4 MACHEREY-NAGEL) de 0.20 mm de espesor, se
visualizaron con luz UV con longitud de onda 254 nm y 356 nm y se revelaron por
aspersion con una solucién de sulfato cérico al 1% en acido sulfarico 2 N, seguido
de un calentamiento hasta visualizar los compuestos.

7.2.1 Obtencién de cacalol

Se tomaron 3.5 g del extracto hexanico y se disolvieron en 5 mL de diclorometano

(CH2Cl2), se le afadieron 3 g de gel silice y se eliminé el disolvente con agitacion
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contante hasta que se obtuvo un polvo y posteriormente se separd por cromatografia

de columna abierta (CCA).

La columna se empacé utilizando 30 g de gel de silice (previamente mezclada con
hexano) con un tamafio de malla de 70-230 como fase estacionaria, en una columna
de vidrio, con capacidad de 500 mL y 3.5 cm de diametro. Una vez empacada la
columna se le agregd el extracto mezclado con el gel silice formando una capa
uniforme. Se colectaron fracciones de 150 mL cada una, empleando como fase
moévil un sistema de elucion Hexano:Acetato de etilo (Hx:AcOEt) (8:2). El
fraccionamiento fue monitoreado por CCF, reuniendo las fracciones que
presentaban similitudes. Las fracciones fueron concentradas en un rotavapor.

7.2.2 Obtencidn del acetato de cacalol

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 3.5 g del residuo del extracto hexanico de P.
decompositum, se le afadieron 4 mL de piridina anhidra y 5 mL de anhidrido acético.

La mezcla de reaccidon de dejo por 48 h a temperatura ambiente.

Posteriormente a la mezcla de reaccion, se le afiadieron 30 mL agua y 30 mL de
acetato de etilo. El contenido del matraz se trasvaso a un embudo de separacion y
se le afiadieron 20 mL de una solucion de acido clorhidrico (HCI) al 10%. La fase
acuosa se llevo a pH neutro con una solucion de bicarbonato de sodio (NaHCO3) al
10 %. Se recuperé la fase organica y se le agrego sulfato de sodio (Na2S0a4)
anhidrido para eliminar los residuos de agua, se filtr0 y se concentr6 a presion

reducida.
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El producto de la reaccién de acetilacion se separé mediante CCA. Se tomaron 3 g
del residuo acetilado, se disolvieron en 5 mL de CH2Clz, se le afiadieron 3 g de gel

silice y se eliminé el disolvente con agitacion contante hasta que se obtuvo un polvo.

La columna se empacé utilizando 30 g de gel de silice (previamente mezclada con
hexano) con un tamafio de malla de 70-230 como fase estacionaria, en una columna
de vidrio, con capacidad de 500 mL y 3.5 cm de didmetro. Una vez empacada la
columna se le agrego el producto de la reaccion mezclado con el gel silice formando
una capa uniforme. Se colectaron fracciones de 150 mL cada una, empleando como
fase movil un sistema de elucion de Hx:AcOEt (8:2). El fraccionamiento fue
monitoreado por CCF, reuniendo las fracciones que presentaban similitudes. Las

fracciones fueron concentradas en un rotavapor.

7.3 Modelo de evaluacion anti-inflamatoria in vitro.

7.3.1 Cultivos celulares

7.3.1.1 Linea celular de macrofagos de raton, RAW 264.7
La linea celular RAW 264.7 fue adquirida de American Type Culture Collection

(ATTC, Rockville, MD.). Las células fueron cultivadas a una temperatura de 37°C y
una atmosfera saturada de agua con 5% de CO2. Las células se crecieron en medio
de cultivo Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) (GIBCO) suplementado con 10%
de suero fetal bovino (GIBCO). El medio de cultivo se complemento con 1000 U/ mL
de gentamicina, 0.2 mM de piruvato y 0.1 mM de aminoacidos no esenciales
(Microlab). Para su expansion las células se separaron de las platas de cultivo con
una solucion salina estéril (PBS) suplementada con tripsina 0.025% y EDTA 2nMy

se sembraron en botellas de plastico estériles de 75 mm? (Corning, Acton, MA, EUA)
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se esperd hasta que llegaran a confluencia y posteriormente se resembraron en
placas de 6 pozos y una vez que estas estaban en confluencia se iniciaron

tratamientos (Ahn, Siddigi, Aceituno, Simu, & Yang, 2016).

7.3.1.2 Cultivo primario de células endoteliales HUVEC
Las HUVEC se obtuvieron siguiendo el meétodo establecido por Jaffe y

colaboradores, con algunas modificaciones (Watanabe & Jaffe, 1993). Brevemente,
después del parto eutécico o ceséreo de la voluntaria (no mas de 12 h después), los
cordones fueron recolectados y transportados en solucion salina fisiologica fria hasta
la Unidad de Bioquimica del INCMNSZ. Todos los pasos subsecuentes se realizaron
en una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad. La parte externa del
corddn se limpid con etanol al 70% y con una gasa estéril. Se canulé la vena umbilical
y se cerrd el extremo con una pinzas quirurgicas. Se eliminaron los residuos de
sangre con solucibn amortiguadora de fosfatos (PBS) tibia (2 lavados
aproximadamente) y se verificO que la vena no estuviera perforada. Se ocluyeron
ambos extremos del corddn, con cinchos de plastico de electricista estériles. Se
perfundié con una soluciéon de colagenasa Tipo Il al 0.02% en medio de cultivo,
aproximadamente 1 mL /cm de corddn, hasta que la vena se vio turgente. Se
sumergio el corddn en un frasco estéril con solucion salina fisioldgica tibia y se colocd
en un bafio maria a 37 °C, durante 10 min. Posteriormente, se masajeo el cordon, la
solucion de colagenasa, las células endoteliales desprendidas se colectaron en un
tubo para centrifugar de 50 mL, con 2 mL de medio de cultivo M-199 SigmaAldrich,
USA) (pH 7.0) suplementado con 10% suero bovino fetal, glutamina al 1%, 10 pg/
mL de mitégeno endotelial, 1 Ul / mL de heparina y 100 Ul/mL de

penicilina/estreptomicina. Se hizo pasar PBS por la vena 3 veces y se recolecto esta
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solucion en el mismo tubo. Se centrifugo por 10 min a 1200 rpm a temperatura
ambiente. Se descart6 el sobrenadante, se resuspendio el botdn celular en 4 mL de
medio de cultivo M-199 suplementado y se sembr6 en una placa de cultivo de 28
cm?. La placa se mantuvo en incubacion a 37 °C con una atmdsfera de 5% CO2y
80% de humedad durante 12 h. Una vez concluido el procedimiento se colocé el
corddn umbilical en una bolsa de desechos bioldgicos para su incineracion. El medio
de cultivo se cambid cada tercer dia durante un periodo de aproximado de una
semana, o hasta llegar a confluencia de 80% (que corresponde a 800,000 células
aproximadamente). Se descartaron cultivos en lo que al examen visual presentaron
mas del 1% de fibroblastos, esta distincion se hizo basada en las diferencias en su
morfologia. Los cultivos primarios de células HUVEC se emplearon dentro de las 4

primeras semanas después de obtener los cordones umbilicales.

7.3.2 Prueba de Cristal violeta.

Para determinar la viabilidad celular se utiliz6 la prueba de cristal violeta. Se
sembraron 20,000 células/pozo en placas de 48 pozos con medio D-MEM para las
RAW 264.7 o0 M199 para las HUVEC y se incubaron a una temperatura de 37°C y
5% de CO2 durante una noche. Después de 24 h, las células se lavaron con PBS y
posteriormente se le agregé medio de cultivo nuevo con diferentes concentraciones
de acetato de cacalol (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140y
150 puM) durante 48 h. Pasadas las 48 h se retir6 completamente el medio de cultivo
de las placas de cultivo; inmediatamente, las células fueron fijadas con
glutaraldehido al 1.1 % (durante 15 min; posteriormente, se retir0 el fijador y se dejo
secar al aire; después, se procedio a tefiir a las células con el colorante cristal violeta

al 0.1 % (Sigma-Aldrich, USA) en una solucién amortiguadora de &cido formico 200
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mM (SigmaAldrich, USA) pH 6 por 20 min , al cabo de los cuales se retird el exceso
de colorante a través de lavados con agua destilada y nuevamente se dej6 secar al
aire. Por ultimo, el colorante es solubilizado en &cido acético al 10 % (J.T. Baker,
Mex.), por 20 min en agitacion constante, para finalmente medir la absorbancia a
590 nm en un lector de placas.

7.3.3 Determinacion de concentraciones de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6)
Para determinar la concentracion de citocinas se uso la técnica de ELISA. Se basa
en un inmunoensayo tipo sandwich con anticuerpos monoclonales especificos para
las citocinas (TNF-q, IL-1B e IL-6), inmovilizados en una microplaca de 96 pozos en
una fase sélida que contiene controles estandares. Para esto las células RAW 264.7
fueron sembradas en placas de 6 pozos, se pretrataron con AC (50 y 100 uM)
transcurrido el tiempo se estimularon con 5 pug / mL de LPS durante 180 min y se
incubaran a 37°C en una atmosfera saturada de agua con 5% de COa.
Posteriormente se colectd el medio D-MEM de las células con cada uno de los
tratamientos y se colocaron en los pozos apropiados con una enzima peroxidasa de
rabano y un anticuerpo monoclonal marcado (conjugado). Las moléculas de la
citocina se quedan intercalada entre la fase solida y el conjugado. Después se
incubaron por 2 h en un agitador mecanico a temperatura ambiente, los pozos de la
microplaca se lavaron con solucion salina amortiguada de lavado para eliminar el
conjugado no unido. Posteriormente se adicion0 a cada pozo el sustrato
proporcionado por el proveedor, incubando nuevamente la microplaca en un agitador
mecanico a temperatura ambiente por 15 min. Durante este tiempo el sustrato
reacciona con el conjugado unido en los pozos. Después del tiempo de incubacion

se detuvo la reaccién, afiadiendo una solucion de blogueo de reaccién, cambiando
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el color de azul a amarillo. Finalmente, se cuantificd la densidad 6ptica por lector de
microplacas a 450 nm con una longitud de onda de referencia de 620 nm. La
intensidad del color generado es directamente proporcional a la cantidad de citocinas
en la muestra. La absorbancia de cada muestra se interpolo con cada uno de las
absorbancias de las muestras. Esto se hizo para cuantificar cada una de las
diferentes citocinas.

7.3.4 Analisis de la transcripcion génica en células RAW 264.7 y HUVEC

7.3.4.1 Extracciéon de ARN total
Para la extraccion de ARN total en las células RAW264.7 o HUVEC se empled la

técnica descrita por Chomczynski (1993). Para cuantificar la expresion de los genes
de TNF-a, IL18 e IL-6 se sembraron 1x10° células en una botella para su
proliferacion. Posteriormente las células fueron tripsinisadas y resembradas en
placas de 60 mm, las células RAW 264.7 se pretrataron con CA a concentraciones
de 50 y 100 uM y las HUVEC con 35y 70 uM durante 60 min y posteriormente se
estimularon con 5 pg/mL de LPS durante 90 min (se hicieron 4 repeticiones con una
n=5 cada repeticion) Posteriormente se colecto el medio de cultivo y fueron lavadas
con PBS. Se agreg6 1 mL de Trizol®y se desprendieron de la placa con un gendarme
de goma estéril. EI homogenizado se deposité en tubos Ependorff en donde se les
dejo reposar en hielo. Posteriormente se agregaron 0.3 mL de cloroformo y agito el
tubo durante 20 segundos. Las muestras se centrifugaron a 11700 xg durante 15 min
a 4 ‘C. Se recuperd la fase acuosa (fase incolora) y se le agrego 0.5 mL de
isopropanol y se dejo reposar por 25 min en hielo. Después se centrifug6é a 11700
xg durante 10 min a 4 °C se decant0 el sobrenadante y el precipitado obtenido se

lavé con un 1 mL de etanol al 75 % y se centrifugé a 11700 xg durante 15 min a 4
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°C. Se desecho el sobrenadante, y el precipitado (ARN total) obtenido se secé al
vacio. El boton de ARN se suspendié en una solucion de dietilpirocarbonato (DEPC)
al 0.15 % o agua libre de RNasas. Se observo la integridad del ARN total, mediante
un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Finalmente se cuantificé por

espectrofotometria mediante NanoDrop® a una absorbancia de 260 nm.

7.3.4.2 Cuantificacion relativa de la expresion del ARNm
El DNAC se sintetiz0 a partir de 2 pg de ARN total por PCR utilizando la transcriptasa

reversa ImProm I, también se utilizaron iniciadores alzar (ramdon primers 0.5 pg/uL).
El volumen total de reaccién (20 pg) se incubd con la siguiente secuencia de ciclos:
inicio 25 °C por 5 min, seguido de por la extension a 42 °C por 55 min y por ultimo
se detuvo la reaccién inactivando la enzima a 70 °C por 15 min y enfriando a 4 °C

por 5 min

El cDNA se amplific6 mediante la enzima ADN polimerasa del kit de “ADN master
plus SYBR Green 1” para los genes de TNF-q, IL1B3, IL-6, COX-2, V CAM, ICAM vy
36B4 como gen de referencia (Tablal). El proceso se llevé utilizando SYBR Green
con el equipo Rotor Gene, La mezcla de reaccion con un volumen fina de 10uL que
contenia 0.5 mM de oligonucleétidos de los genes de TNF-q, IL1B, IL-6, COX-2,
V.CAM, ICAM vy 36B4 como gen de referencia y la mezcla 1X que contenia la

enzima Fast Start amortiguador para PCR,, SYBR Green y MgCl2 3.5 Mm.
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Tabla 2. Secuencias de los primers utilizados en gPCR

PRIMER SECUENCIA
F5'-CCTCCCTGTCA TCAGTTCTA-3'
TNF-a R5-ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3'
F5-TATGTCTTGCCCGTGGAGCTT-3
IL-18 R5 -GTCACAGAGGACGGGCTCTT-3
F5-TTCCATCCAGTTGCCTTCTT-3'
IL-6 R5'-CAGAAT TGCCATTGCACAAC-3'
F5 -CAACACCTGAGCGGTTACC-3
COX-2 R5-CAGAGGCAATGCGGTTCTGAT-3

F5-TGTTTGCAGCTTCTCAAGCTTTTA -3
V-CAM R5-GTCACCTTCCCATTCAGTGGA-3”

F5-CAACACCTGAGCGGTTACC-3
I-CAM R5-CAGAGGCAATGCGGTTCTGAT-3’

F5-AAGCGC GTCCTGGCATTGTCT-3'
36B4 R5-CCGCAGGGGCAGCAGTG GT-3'

7.3.5 Extraccién de proteina

Se sembraron células RAW264.7 o HUVEC en placas y se incubaron a 37 ° C en
una atmosfera saturada de agua con 5% de CO:2 durante 24 h. Luego, las células
RAW 264.7 se preincubaron con CA 50 y 100 uM y las HUVEC con 35y 70 uM o
BAY 11-7085 10 uM ((E) -3- (4-t-butilfenilsulfonil) -2-propenonitrilo) (10 uM) (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EE. UU.) durante 1 h antes de la estimulacién con LPS
(Escherichia coli 0111: B4, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.) (1 yg/ mL). La
estimulacion con LPS fue realizada durante 25 min o 180 min. Posteriormente las
células se recolectaron y se lavaron dos veces con PBS frio. Enseguida, las células
se rasparon en PBS, se recogieron y se centrifugaron a 330 x g durante 5 min para
recuperar el sedimento celular. Se congeldé en hielo seco durante 1 min y se

resuspendio suavemente en 100 pL de solucién hipoténica (Hepes 10 mM pH 7,9,

49



KCl 10 mM, MgCI2 1,5 mM, DTT 1 mM) y se centrifugd a 3300 x ga 4 ° C; el
sobrenadante se recogio para obtener proteinas citoplasmaticas. El sedimento que
contenia nucleos celulares se resuspendié en 50 uL de solucién hiperténica (Hepes
10 mM pH 7,9, NaCl 400 mM, MgCI2 1,5 mM, glicerol al 25 %, EDTA 0,2 mM, DTT
1 mM, PMSF 0,5 mM), se incubd durante 30 min se mezclé suavemente a 4° Cy se
centrifugd a 1340 xg durante 10 min. Los sobrenadantes que contenian las proteinas
nucleares se recogieron y diluyeron 1: 1 con un tampén HDKE (Hepes 20 mM pH
7,9, KCI 50 mM, glicerol al 25 %, EDTA 0,2 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM) y se
almacenaron a 70° C. Las concentraciones de proteinas nucleares y citoplasmaticas
se determinaron mediante el método de Bradford (56).

7.3.6 Ensayo de cambio de movilidad electroforético (EMSA)

Los extractos nucleares obtenidos se utilizaron como se describio anteriormente. Un
oligonucledtido bicatenario con 21 pares de bases que contiene 12 nucleétidos de la
secuencia de consenso para el sitio de union de los elementos de respuesta de
consenso de NF-kB (5-AGTTGA-GGG-GAC-TTT-CCC-AGG-3, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., CA, EE.UU.) se marcé con y32P-ATP (NEN, 6000 Ci / mmol).
La reaccion se llevd a cabo en presencia de quinasa T4 (Boehringer Mannheim), con
incubacion a 37 ° C durante 30 min, y se detuvo calentando a 65 ° C durante 15 min,
seguido de la adicion de 30 yL de Tris-Borato solucion amortiguada -EDTA (1X TBE,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). La muestra permaneci6 congelada hasta su
uso. Las muestras se procesaron en geles de acrilamida al 7,5 % en condiciones no
desnaturalizantes. La unién de la sonda previamente marcada al factor NF-kB
presente en los extractos nucleares se realizé con 10 ug de extractos nucleares, 1

Mg de polidl /dC, 1 ug de pd (N) 6 y 10 pg de suero bovino albumina. La incubacion
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se realiz6 en tampon HDKE (HEPES 20 mM, pH 7,9, KClI 50 mM, EDTA 1 mM y
ditiotreitol 5 mM). La sonda marcada se afiadio al final para iniciar la reaccion de
union. Después de 10 min a temperatura ambiente, se detuvo la reaccion afiadiendo
una solucién de Ficoll al 15 % complementada con tintes de electroforesis de azul
de fenol. Las mezclas de reaccion se separaron en un gel con 1X TBE a 100 V
durante 120 min. El gel se sec0O y se expuso a una pantalla de almacenamiento de
fésforo (Molecular Dynamics, San Francisco, CA, EE. UU.), la cual fue
fotodocumentada en un Storm 850 Phosphorimager (Molecular Dynamics, San
Francisco, CA, EE. UU.). La imagen se desarroll6 en un Typhoon 9400 (Molecular
Dynamics / GE) y se analizo con el software ImageQuant (Molecular Dynamics, San
Francisco, CA, EE. UU.).

7.3.7 Inmunoensayos tipo Western Blot

El extracto citoplasmico se separd en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% y se
transfiri6 a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (BIO-RAD) con un
tampon de transferencia de glicina (glicina 192 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8.8) y 10 %
de metanol (v / v) durante la noche). Al dia siguiente se bloquearon los sitios
inespecificos con leche en polvo baja en grasa (Svelty, 5% p / v); Las membranas
se incubaron durante la noche con el anticuerpo primario especifico IKK-a /3 (1:2000
GeneTex, Invine, CA, EE. UU.) y fosfo-IKKa / B (Ser 176/177) (1:2000 GeneTex,
Invine, CA, EE. UU. ), p65 (1:6000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EE. UU.),
fosfo-p65 (Ser 536) (1:2000 Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, EE. UU.),
IkB-a (1:1,500 Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EE. UU.), Fosfo-IkB-a (Ser 32/36)
(1:2,000 Cell Signaling Technology, Inc., MA, EE. UU. Ademas); V-CAM (1:500

Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EE. UU.); I-CAM (1:1000 Santa Cruz
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Biotechnology, Inc., CA, EE. UU.) y B-actina (1:10,000 Santa Cruz Biotechnology,
Inc., CA, EUA)) Diluido en TBS-Tween 1% -Albumina 1% a 4 ° C. Posteriormente,
las membranas se incubaron durante 1 h con anticuerpos secundarios (anti-HRP de
conejo (1: 20.000 Pierce-Thermo, Waltham, MA, EE. UU.) Y anti-HRP de raton
(1:10.000 Pierce Thermo, Waltham, MA, EE. UU.) A temperatura ambiente y las
proteinas se detectaron mediante quimioluminiscencia “Super-Signal” System
(Pierce, Rockford, IL, EE. UU.). Las sefiales generadas se detectaron mediante el
equipo Fusion FX Vilber Lourmat (VILBER Smart Imaging), las manchas se
cuantificado por densitometria.

7.3.8 Actividad de COX-2

Las células RAW264.7 se sembraron en placas y se incubaron a 37° C en una
atmosfera humidificada con 5% de CO2 durante 24 h. Las células se incubaron
previamente con CA (50 y 100 yM) o BAY 11-7085 durante 1 h antes de la
estimulacién con LPS (1 pyg / mL) durante 3 h. Posteriormente, las células se
recolectaron y lavaron dos veces con PBS frio y se procesaron de acuerdo con el
protocolo de fabrica del kit de actividad COX (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.
uu.).

7.3.9 Ensayo de Adhesion de células U-937 sobre HUVEC

En placas de 12 pozos se sembraron 100,000 HUVEC por pozo y se esperd 48 h
para que formaran una monocapa. Posteriormente se pretrataron con AC (35y 70
MM) transcurrido el tiempo se estimularan con 5 yg/mL de LPS durante 180 min y a
los pozos de control negativo solo se les cambio el medio, a los de control positivo

se les coloco medio con LPS. Paralelamente las U-937 se lavaron dos veces con
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RPMI con 10 % SBF y se resuspendieron en un medio 50 % RPMI y 50 % de M-199

para poder sembrar 200,000 células U-937 por pozo de HUVEC.

Después de los 180 min de incubacién con los LPS, se retito ese medio y se adiciono
el medio con las U-937 por pozo; se co-incubaron por 180 min. Al terminar la
incubacion, se retird el medio de cultivo de los pozos y se lavaron 3 veces con 50 %
de RPMI sin rojo fenol y 50 % PBS, retirando las células U-937 flotantes y quedando
solo las adheridas a las HUVEC. Posteriormente, se agregaron 500 pl de NaOH 0.2
M a cada pozo, para lisar las células; se dejo actuar por 12 h. Pasadas las 12 h los
lisados celulares de cada pozo se recolectaron y se colocaron en frascos con 3 mL
de liquido de centelleo (un frasco por pozo) y se cuantifico la cantidad de
radioactividad en un contador de centelleo. Como control del 100% de células que
se pudieron haber adherido al endotelio y de la radioactividad total, se utilizaron
200,000 células U-937 marcadas con timidina tritiada las cuales tuvieron el mismo

tratamiento con NaOH 0.2 M.

Todo el material que estuvo en contacto con la radioactividad se desech6 en un
contenedor de desechos radioactivos. Todos los procesos que involucraron el
manejo y desecho de material radiactivo se realizaron segun las normas de la
Comision Nacional de Seguridad Nuclear y Salvaguardias y se llevaron a cabo por
un POE certificado por el INCMNSZ.

7.3.10 Ensayo de Griess para cuantificacion de NO en HUVEC

En placas de 12 pozos se sembraron 100,000 HUVEC por pozo y se esperd 48 h
para que formaran una monocapa. Posteriormente se pretrataron con AC (35y 70

MM) y después se estimularon con 1 pg / mL de LPS, transcurrido el tiempo se midio
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el nitrito total a una absorbancia de 540 nm después de afiadir los reactivos de Griess

(Csonka et al., 2015)

8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados serén expresados como = el error estdndar de la media (S.E.M.). Se
utilizé un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias significativas
entre los grupos con respecto del control y posteriormente se les aplico la prueba

paramétrica complementaria de Tukey-Kramer con una p <0.0.5.
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9. RESULTADOS
9.1 Andlisis fitoguimico

9.1.1 Obtencién del cacalol

Después de cinco extracciones, se obtuvieron 15 g del residuo del extracto hexanico
de 500 g de raices secas de P. decompositum, lo que corresponde al 3% del

rendimiento en peso seco.

Del residuo del extracto hexanico de P. decompositum, 3 g fueron separados por
CCA usando como sistema de elucion HX:AcOEt de forma creciente. Solo se
obtuvieron 40 fracciones, de las cuales, de la fraccion 3 a la 17 presentaron el
compuesto, pero no cristalizé ya que tenia impurezas. Posteriormente se realizé una
placa preparativa para poder obtener el compuesto puro de donde se obtuvieron 620
mg de un sélido amarillo con punto de fusion de 91-92°C y un Rf de 0.51 en un
sistema de elucion Hx:AcOEt (8:2). De este compuesto se tomd una pequefia
muestra y se envid a caracterizar mediante Resonancia Magnética (RMN) como

cacalol.

En el espectro de infrarrojo se observa una banda caracteristica del grupo OH en

3495 cm?, que corresponde al fenol.

En el espectro de masas, el valor del ibn molecular (M*) es de 230 m/z, que

corresponde a la masa molar del compuesto.

En el espectro de RMN-'H, se present6 a 5.12 ppm la sefial correspondiente al
hidrogeno del grupo OH y a 7.22 ppm se distingue la sefial perteneciente al

hidrogeno del Ca2.
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9.1.2 Obtencién del acetato de cacalol.

Se prosiguié hacer la reaccion de acetilacion de cacalol y obtener asi acetato de
cacalol con la finalidad de proteger al grupo fendlico ya que este es muy facil de
oxidar. La reaccion de se llevo a cabo directamente sobre cacalol, se obtuvieron 690
mg de acetato de cacalol, que corresponden al 4.6 % de rendimiento del peso del
residuo acetilado. El acetato de cacalol se presentd como un soélido beige, con un

punto de fusion de 105-106 °C y un RF de 0.63 en HxOEt (8:2).

Mediante el espectro de RMN H se corrobord la identidad del acetato de cacalol. En
el espectro infrarrojo se observé una banda en 1764 cmque corresponde al grupo
carbonilo del acetato, ademas que desaparecié la banda de 3495 cm™, perteneciente
al grupo hidroxilo del fenol. Ademas de observar la sefial del carbonilo, la presencia
de la vibracion C-O en 1107 cm representa una confirmacién de que existe un grupo

éster en la molécula (ver anexo 1.1-1.6).

9.2 Evaluacién in vitro

9.2.1 Prueba de Cristal Violeta

Las concentraciones elegidas para evaluar el acetato de cacalol fueron 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 10, 120, 130, 140, y 150 uM, en el caso de las células
RAW 265.7 se seleccioné la concentracion de 50 uMy 100y para las HUVEC la de
35y 70 uM, el criterio de seleccion consistié en utilizar concentraciones que al ser

utilizadas mantengan un porcentaje de funcionalidad mayor al 95% (Figura 5y 6).

Las figuras 5y 6 nos indican que en las células RAW como en las células endoteliales

no presentan alteracion en la viabilidad a contracciones maximas de 100 y 40 uM
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respectivamente, por lo que en todos los experimentos posteriores se utilizaras

concentraciones menores en un lapso no mayor a 48 h.

‘ [ — NN
. D fcetato e cacall

Concentracibn pl

Figura 5. Viabilidad en células RAW 264.7 tratadas con diferentes concentraciones

de acetato de cacalol (n=6); *Diferencia significativa respecto al control (p< 0.05).

E=3 Acetato de cacalol
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Figura 6. Viabilidad HUVEC tratadas con diferentes concentraciones de acetato de

cacalol (n=6); *Diferencia significativa respecto al control (p< 0.05).
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9.2.2 Secrecion de TNF-a, IL-B e IL-6

Los resultados previos de nuestro grupo en donde el CA disminuye el proceso
inflamatorio sugerian que una posible interferencia con la secrecion de moléculas
proinflamatorias. Por esta razén se decidio evaluar si el CA interferia en la secrecion
de TNF-a, IL-B e IL-6, en un modelo in vitro de macréfagos murinos inmortalizados
RAW 264.7 estimulados con LPS. El CA se evalud sobre la cantidad de citocinas
inflamatorias acumuladas en el medio después de 3 h con el estimulo de LPS
mediante un ensayo de ELISA en el medio de cultivo. La figura 6 muestra que en
presencia del CA la cantidad de TNF-a, IL-B e IL-6 disminuyen, la presencia de CA
interfiriere con la acumulacion de tal manera que la cantidad de IL-B apenas esta
por encima de los valor del control, a concentraciones de 50 y 100 yM la cantidad de
IL-B presente en el medio era indistinguible de las células control (Figura 7B,
columnas 4 y 5). Como un control de inhibicion utilizamos el compuesto BAY 11-
7085 gque inhibe la sefializacion de LPS a nivel de las complejo de las IKKs, con este
inhibidor tampoco hubo acumulacion detectable de IL-1B en el medio en
comparacion al control (Figura 7B, columna 3). Ni CA ni BAY por si solos afectaron
los niveles de IL- en comparacion con el control. En el caso de TNF-a e IL-6 el CA
disminuyo la acumulacion de citocinas, pero, no alcanzaron los niveles basales
(Figura 7A columna 4 y 5; Figura 7C columna 4 y 5). En el caso de TNF-a e IL-6, la
presencia solo de BAY no afecta la acumulacion de ninguna de las dos citocinas con
respecto al control (Figura 7A columna 3; Figura 7C columna 3). La contraccion de
100 por si sola aumento de significativamente la acumulacion de TNF-a con respecto

al control (Figura 7A columna 7)
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Figura 7. El efecto de CA sobre la secrecion de citocinas inflamatorias en células
RAW 264.7 estimuladas con LPS. Se pretrataron macrofagos RAW 264.7 durante 1
h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 uM) o BAY 11-7085 (10 pM). Se retir6 el
medio y se afiadio medio fresco con LPS (1 pg / mL) durante 3 h; al final de este
tiempo, se recogio el medio de cultivo y se cuantificaron mediante ELISA TNF-a (A),
IL-1B (B) e IL-6 (C). Los valores se presentan como medias + SEM de seis
experimentos independientes. * p<0,05 en comparacién con el control; # p <0,05 en

comparacion con LPS.

De estos resultados se concluye que un tratamiento profilactico de 1 h previo a la
adicion de LPS es suficiente para disminuir en forma significativa la acumulacion de
las 3 citocinas evaluadas: TNF (50-60% de inhibicion); IL1 (100% de inhibicion); IL-

6 (50-75%).
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9.2.3 Expresidn relativa de TNF-a, IL1B e IL-6

Con los resultados obtenidos previamente se decidié evaluar si la interferencia de
CA en la acumulacién de TNF-a, IL-B e IL-6 se correlaciona con una interferencia a
nivel de expresion de su ARNm. Por esta razon se decidié evaluar si el CA interfiere
en la expresion de su ARNm empleando el mismo modelo y disefio experimental de
la Figura 7. ElI CA si interfiri6 en la expresion relativa de los ARNm de las tres
citocinas evaluadas, este efecto es un patron muy semejante a lo observado en la
acumulacion de citocinas de la figura 8: inhibicion 50 y 70% en la de TNF, inhibicion

de un 70 % para IL-1 e inhibicién entre un 50 -80% para IL-6 (Figura 8).
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Figura 8. El efecto del acetato de cacalol sobre la expresion de citocinas

inflamatorias en células RAW264.7 estimuladas con LPS. Se pretrataron macréfagos
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RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 uM) o BAY 11-7085
(10 uM). Se retir6 el medio y se afiadié medio fresco con LPS (1 pug / mL) durante 90
min; después de aislar el ARN total, la expresion relativa de TNF-a (A), IL-18 (B) e
IL-6 (C) se cuantificé mediante RT-gPCR. Los valores se presentan como medias +
SEM de seis experimentos independientes. * p<0,05 en comparacién con el control;

# p <0,05 en comparacion con LPS.

Estos resultados nos indican que ni CA ni BAY, a pesar de haberse dado de una
forma profilactica son capaces de regresar los niveles de los mensajeros a sus

niveles basales.

9.2.4 Actividad, expresion y produccién de COX-2

Ademas de incrementos en la expresion de TNF-a, IL-1 e IL-6 se ha reportado que
los macrofagos incrementan otras moléculas asociadas a las a la produccion de PG
y TX, por esta razon se decidio evaluar si el CA también interfiere en la actividad,
expresion relativa y producciéon de COX-2. Seguimos el mismo modelo y disefio
experimental que se presenté en las figuras 7 y 8. Se observd que el CA afectaba
tanto a la expresion relativa, la cantidad de proteina y la actividad de COX-2. Con
100 uM de CA el contenido de mensajero de COX-2 disminuyo 75%, mientras que a
nivel de proteina la disminucién fue del 50%, y en la actividad enzimatica disminuyo
mas del 50% (Figura 9). Dado que el efecto inhibitorio se da a nivel de mensajero es
probable que las caidas en proteinas sean in reflejo de la inhibicion al efecto

transcripcional.
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Los resultados de las figura 7, 8 y 9 sugieren que el CA interfiere a nivel

transcripcional con la sefalizacion activada por LPS.
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Figura 9. El efecto del acetato de cacalol sobre la actividad, expresion y produccion
de COX-2 en células RAW264.7 estimuladas con LPS. Se pretrataron macréfagos
RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 uM), Celecoxib (10
HM) o BAY 11-7085 (10 pM); se retir0 el medio y se afiadio medio fresco con LPS (1
ug / mL) durante 90 min para medir la expresion y durante 3 h para medir la actividad
y el contenido de proteina. La actividad de la enzima COX-2 se determiné mediante
ensayo fluorimétrico (A). La expresion relativa de COX-2 se cuantificé mediante RT-
gPCR (B). EIl contenido de proteinas se evalu6 mediante inmunoensayos tipo
Western blot (C), y las intensidades de las bandas se midieron mediante
densitometria y se normalizaron con B-actina (D). Los valores se presentan como
medias £ SEM de seis experimentos independientes. * p <0,05 en comparacion con

el control; #p <0.05 en comparacion con LPS.
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9.2.5 Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

Existen diferentes maneras de evaluar la actividad transcripcional de un gen, donde
evaluar los niveles de ARNm son los mas comunes. Todos los resultados anteriores
apuntan a que el CA esta interfiriendo con la via de sefalizacion de LPS, dado que
todos los genes evaluados (TNF-a, IL-B, IL-6 y COX-2) presentan elementos de
respuesta para el factor de transcripcion NF-kB decimos evaluar la asociacién de
este factor de transcripcion a la cromatina después de un estimulo con LPS en
ausencia o presencia del CA. Se utilizé el mismo modelo y disefio experimental que
en los experimentos anteriores. Se observé que el CA disminuyo la intensidad de los
complejos entre una sonda marcada con P32 y los factores NF-kB presentes en
extractos nucleares de células pretratadas con CA por 1 h y sometidas a un estimulo
con LPS por 25 min. La disminucion de intensidad producida por 100 uM de CA fue
muy parecida a la disminucién inducida por BAY 11-7085 (Figura 10A carriles 3y 5).
Al igual que en el caso de los mensajeros los niveles de intensidad de NF-kB con

ninguno de los inhibidores llego a niveles basales (Figura 10B).

Estos resultados indican que la interferencia de CA pareceria estar afectado la
cantidad NF-kB activado a nivel citoplasmico, o bien la eficiencia con la que este se

transloca al nicleo o una combinacion de ambos.
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Figura 10 Los efectos del acetato de cacalol sobre la translocacion de NF-kB en el
nucleo inducida por LPS en células RAW 264.7. Se pretrataron macréfagos RAW
264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 uM) o BAY 11-7085 (10 uM);
se retird el medio y se afiadid medio fresco con LPS (1 pg / mL) durante 25 min y
luego se realizd la extraccion de proteina nuclear. La translocacion de NF-kB se
evalu6 mediante un ensayo EMSA en un gel de acrilamida al 7,5% con sondas
marcadas para NF-kB (A). La translocacion de NF-kB se calculé mediante analisis
de densitometria de las bandas en el gel (B). Los valores se presentan como medias
+ SEM de seis experimentos independientes. * P <0,05 en comparacién con el
control; #p <0.05 en comparacion con LPS.

9.2.6 Efecto del CA en la via de activacion de NF-kB estimulada por LPS.

9.2.6.1 Inmunoensayos tipo Western de células RAW 264.7
Los resultados previos indican que CA podria estar interfiriendo con la via de

sefalizacion que inicia con la activacion de TLR4 por LPS y culmina con la liberacién
de formas citoplasmicas libres de inhibidores de NF-kB. Por tanto, se decidio evaluar

el efecto del CA sobre la ruta de sefalizacion de NF-kB cuantificando los niveles de
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p65, IKB-a y el complejo IKK (total y fosforilado) mediante inmunoensayos tipo

Western.

9.2.6.1.1 Efecto de CA sobre p65
La estimulacién con LPS aumentd el estado de fosforilacion de p65 1,5 veces, en

comparacion con el control (Figuras 11Cy 11D carril 2). Los macrofagos pretratados
con CA 100 uM y posteriormente estimulados con LPS aumentaron la fosforilacion
de la subunidad p65 solo 0,2 veces con efecto semejante al producido por BAY 11-

7085. Los niveles de p65 total fueron similares en todos los grupos (Figura 11A).
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Figura 11. El efecto del acetato de cacalol sobre p65. Se pretrataron macrofagos
RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 uM) o BAY 11-7085
(10 uM); se retiré el medio y se afiadiéo medio fresco con LPS (1 pg / mL) durante 25
min. Los niveles de p65 no fosforilada (p65 total) y fosforilada (fosfo-p65) en la
proteina Ser536 se determinaron mediante transferencia de inmunoensayos tipo
Western (A, C). La intensidad relativa de p65 no fosforilada y fosforilada se calcul6
mediante analisis de densitometria de las bandas en el gel (B, D) normalizando con

la intensidad de B-actina. Los valores se presentan como medias + SEM de tres
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experimentos independientes. *p <0,05 en comparacion con el control; #p <0.05 en

comparacion con LPS.

9.2.6.1.2 Efecto de CA sobre IKB-a
Tambien se evaluaron las formas no fosforiladas de IKB-a y la forma fosforiladad p-

IKB-a siguiendo el mismo disefio previamente y descrito. Los resultados muestran

que el LPS aumento la forma fosforilada hasta 3.2 veces, lo que resulté en una
degradacion de 0,7 veces para IKB-a. BAY 11-7085 y acetato de cacalol (50 o 100
HM) interfirieron en froma significativa con la fromacion de la forma fosforilada que

disminuy6 3,2 veces (Figura 12C columna 4 y 5)
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Figura 12. El efecto del acetato de cacalol sobre IKB-a. Se pretrataron macréfagos
RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 uM) o BAY 11-7085
(10 uM); se retiré el medio y se afiadio medio fresco con LPS (1 pg / mL) durante 25
min. Los niveles de IKB-a no fosforilada y fosforilada en la proteina Ser32 / 36 se
determinaron mediante inmunoensayos tipo Western blot (A, C). La intensidad
relativa de IKB-a no fosforilada y fosforilada se calculé mediante analisis de

densitometria de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias
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+ SEM de seis experimentos independientes. * P <0,05 en comparacion con el

control; #p <0.05 en comparacion con LPS.

9.2.6.1.3 Efecto de CA sobre el complejo IKKa / 3
Finalmente, se determind el efecto de CA sobre el estado de fosforilacion de IKKa /

B. LPS aumentd la fosforilacion de IKK hasta 1,5 veces en comparacion con el
control (Figura 13C y 13D, columna 2). El tratamiento con CA 50 y 100 uM no cambi6
la fosforilacién del complejo IKKa / B.Los niveles totales de IKKa / B no presentaron

diferencia significativa con respecto al control (Figura 13A y 13B).
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Figura 13. El efecto del acetato de cacalol sobre IKK-a / B. Se pretrataron
macrofagos RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 uM) o
BAY 11-7085 (10 uM); se retird el medio y se afiadié6 medio fresco con LPS (1 pg /
mL) durante 25 min. Los niveles de IKK-a / 3 no fosforilada y fosforilada en la proteina
Serl76 /177 se determinaron mediante inmunoensayos tipo Western blot (A, C). La
intensidad relativa de IKK-a / B no fosforilada y fosforilada se calculd mediante

analisis de densitometria de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan
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como medias + SEM de seis experimentos independientes. * P <0,05 en

comparacion con el control; #p <0.05 en comparacién con LPS.

En conjunto los resultados de las figuras 11, 12 y 13 nos indican que los
pretratamientos con CA interfirieron en la via de sefializacion de LPS después de la
activacion de las IKKs, ya que en presencia del CA no se observa la fosforilacion de
la proteina IKB-a. Esta interpretacion es consistente con la disminucién en la

translocacién de NF-KB al nucleo observada en la figura 10.

9.2.6.2 Inmunoensayos tipo Western Blot en células HUVEC
Los resultados previos indican que los pretratamientos de CA estan interfiriendo en

la fosforilacién de IKB-a en los macréfagos RAW 264.7. Esto nos hizo suponer que
este mismo efecto podria estar ocurriendo en otro tipo celular importante en el
proceso inflamatorio como lo son las células endoteliales que también presentan
TLR4 y una via de sefializacién analoga a la de los macro6fagos, asi que se decidié
evaluar el efecto del CA sobre la ruta de sefalizacion de NF-kB en células
endoteliales humanas derivadas de cordén umbilical (HUVECS), utilizando el mismo

disefio experimental que el de las figuras 11, 12y 13

9.2.6.2.1 Efecto de CA sobre p65
La estimulacién con LPS aumentd el estado de fosforilacion de p65 3.5 veces, en

comparacion con el control (Figura 14D carril 2). Las células HUVEC pretratados con
CA 70 uM y posteriormente estimulados con LPS aumentaron la fosforilacion de la

subunidad p65 solo 1 vez, un efecto mayor que el de BAY 11-7085 el cual aumento

68



la fosforilacion 2 veces.Los niveles de p65 total fueron similares en todos los grupos

(Figura 14A).
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Figura 14. El efecto del acetato de cacalol sobre p65. Se pretrataron células HUVEC
durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (35 y 70 uM) o BAY 11-7085 (10 uM); se
retird el medio y se afiadid medio fresco con LPS (1 pug / mL) durante 25 min. Los
niveles de p65 no fosforilada y fosforilada en la proteina Ser536 se determinaron
mediante transferencia de inmunoensayos tipo Western (A, C). La intensidad relativa
de p65 no fosforilada y fosforilada se calcul6 mediante andlisis de densitometria de
las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias £+ SEM de tres
experimentos independientes. * P <0,05 en comparacion con el control; #p <0.05 en

comparacion con LPS.

9.2.6.2.2 Efecto de CA sobre IKB-a
Tambien se evaluo IKB-a y se observé que el LPS aumenté la fosforilaciéon de IKB-

a 4 veces (Figura 15C, columa 2), lo que resulté en una degradacion del 80% para
IKB-a (Figura 15A). BAY 11-7085 y CA (35 y 70 uM) disminuyeron la fosforilacién

de IKB-a 3,5 veces, regresandolo a niveles basales (Figura 15C columna 4y 5)
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Figura 15. El efecto del acetato de cacalol sobre IKB-a. Se pretrataron células
HUVEC durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (35y 70 uM) o BAY 11-7085 (10
HUM); se retir6é el medio y se afiadié medio fresco con LPS (1 pg / mL) durante 25 min.
Los niveles de IKB-a no fosforilada y fosforilada en la proteina Ser32 / 36 se
determinaron mediante inmunoensayos tipo Western blot (A, C). La intensidad
relativa de IKB-a no fosforilada y fosforilada se calculé mediante analisis de
densitometria de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias
+ SEM de seis experimentos independientes. *p<0,05 en comparacion con el control;

#p <0.05 en comparacion con LPS.

9.2.6.2.3 Efecto de CA sobre el complejo IKKa / 3
Finalmente, se determin6 el efecto de CA sobre el estado de fosforilacién del

complejo IKKa / B. El tratamiento con LPS aumentd la fosforilacion de IKK 3 veces
(Figura 16C) en comparacién con el control (Figura 16C columna 2). El tratamiento
con CA 35y 70 uM no cambié la fosforilacion del complejo IKKa / B.Los niveles
totales de IKKa / B no presentaron diferencia significativa con respecto al control

(Figura 16A).
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Figura 16. El efecto del acetato de cacalol sobre IKK-a / B. Se pretrataron células
HUVEC durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (35y 70 uM) o BAY 11-7085 (10
UM); se retir6é el medio y se afiadié medio fresco con LPS (1 pg / mL) durante 25 min.
Los niveles de IKK-a / B no fosforilada y fosforilada en la proteina Ser176 / 177 se
determinaron mediante inmunoensayos tipo Western Blot (A, C). La intensidad
relativa de IKK-a / B no fosforilada y fosforilada se calculd mediante analisis de
densitometria de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias
+ SEM de seis experimentos independientes. *p<0,05 en comparacién con el control;
#p<0.05 en comparacion con LPS.

En conjunto los resultados de las figuras 14, 15y 16 nos sugieren un mecanismo de
inhibicion semejante al que observamos en las células RAW 264.7, mostrando que
los pretratamientos con CA interfiriere en la via de sefializacion de LPS después de
la activacion de las IKKs, ya que en presencia del CA no se da la fosforilacion de la

proteina IKB-a.
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9.2.7 Respuestas funcionales en células HUVEC tratadas con CA/LPS

9.2.7.1 Efecto del CA sobre la expresion de y produccion de moléculas de
adhesion en células HUVEC
Al observar que el efecto de CA tanto en macréfagos como es células HUVEC se

asocia a una interferencia de la via de sefalizacion inducida por LPS, se decidio
evaluar la expresion relativa y produccion de ICAM y VCAM, dos moléculas de

adhesion importante en el proceso de extravasacion leucocitaria durante la

inflamacion
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Figura 17. El efecto del CA sobre la expresion de moléculas de adhesién en células
HUVEC estimuladas con LPS. Se pretrataron células HUVEC durante 1 h con CA
(35 y 70 uM) o BAY 11-7085 (10 pM). Se retird el medio y se afiadio medio fresco
con LPS (1 pg / mL) durante 90 min; después de aislar el ARN total, la expresion
relativa de ICAM y VCAM se cuantifico mediante RT-gPCR. Los valores se presentan
como medias + SEM de seis experimentos independientes. * p <0,05 en comparacion

con el control; # p <0,05 en comparacion con LPS.

La estimulaciéon con LPS aumentdé mas de 6 veces la expresion de estas proteinas,
mientras que los tratamientos con CA a una concentracion de 35 uM y BAY 11-7085,

atenuaron notablemente este aumento en mas de un 70% en comparacion con el



control (Figura 17, columnas 4 y 5). En cuanto la produccion de ICAM y VCAM por
medio de inmunoensayos tipo Western Blot se observé el mismo comportamiento en
donde el grupo estimulado con LPS aumento la produccion de ICAM y VCAM mas
de 7 veces pero el pretratamiento con 35 uyM de CA disminuye a niveles similares a

los basales (Figura 18).
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Figura 18. El efecto del CA sobre ICAM y VCAM. Se pretrataron células HUVEC
durante 1 h con CA (CA) (35y 70 uM) o BAY 11-7085 (10 uM); se retird el medio y
se afiadié medio fresco con LPS (1 pg / mL) durante 180 min. Los niveles de ICAM
y VCAM se determinaron mediante inmunoensayos tipo Western Blot (A, C). La
intensidad relativa de ICAM y VCAM se calcul6 mediante analisis de densitometria
de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias + SEM de seis
experimentos independientes. *p <0,05 en comparacion con el control; #p <0.05 en

comparacion con LPS.
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9.2.7.2 Efecto del CA sobre produccion de NO en células HUVEC.
Las células endoteliales contribuyen a la inflamacion con la formacién y liberacion de

NO, esencial para la vasodilatacion local. Esto nos llevo a evaluar el efecto del CA
sobre la produccién de NO por medio del ensayo de Griess. En la figura 19 se puede
observar que la presencia de 35 CA uM no altera con concentracién de NO con

respecto a las células control.
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Figura 19. El efecto de CA sobre la secrecion de NO en células HUVEC estimuladas
con LPS. Se pretrataron macrofagos RAW 264.7 durante 1 h con CA (CA) 35y
70uM). Se retiré el medio y se afadio medio fresco con LPS (1 pug / mL) durante 3 h;
al final de este tiempo, se recogio el medio de cultivo y se cuantifico el NO Los valores
se presentan como medias = SEM de seis experimentos independientes. *p<0,05 en

comparacion con el control; # p <0,05 en comparacion con LPS.
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9.2.7.3 Efecto del CA en un ensayo de adhesidon de células U-937 sobre células
HUVEC
Un fendmeno importante en el proceso inflamatorio es la adhesion de neutrofilos a

las células endoteliales para su posterior extravasacion, con esto en mente se
decidié generar un ensayo que valora la capacidad adhesiva de las células
endoteliales activadas por LPS. Se midi6 la cantidad de radioactividad asociada a
las células U-937 premarcadas con timidina tritiada co-incubadas con células
HUVEC estimuladas con LPS y pretratadas con CA o BAY-117085. Las células
HUVEC se pretrataron con LPS por 3 h. Después se cambi6 a un medio sin LPS y
se co-incubaron con U-937 premarcadas con timidina tritiada como se describe en

materiales y métodos.

El LPS indujo una adhesion celular 7 veces mayor en comparacién con el grupo
control. En el caso de la co-incubacion de células HUVEC con células U-937 en los
grupos pretratados con CA (35 Y 70 uM) y posterior estimulacion LPS la adhesion
disminuy6 6 veces en comparacion con el grupo tratado con LPS. En el caso de los
grupos que solo fueron tratados con CA no se observo diferencia con respecto al

grupo control.

En conjunto estas pruebas funcionales (Figura 17-20) de las células HUVEC
activadas por LPS indica que la interferencia del CA entre IKKs e IKB en las células
HUVEC previene su activacion funcional medida con tres parametros
independientes: Produccion de moléculas de adhesion (ICAM y VCAM), produccion

de NO y capacidad proadhesiva.
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Figura 20. El efecto del CA sobre la adhesion celular entre células HUVEC y las
células U-937 estimuladas con LPS. Se pretrataron células HUVEC durante 1 h con
CA (AC) (35y 70 uM) o0 BAY 11-7085 (10 pM). Se retird el medio y se afiadio medio
fresco con LPS (1 pg / mL) durante 180 min; y las células HUVEC y las células U937
se co-encubaron por 180 min. Los valores se presentan como medias + SEM de seis
experimentos independientes. *p<0,05 en comparacion con el control; # p <0,05 en

comparacion con LPS.



10. DISCUSION

La inflamacion es una respuesta del organismo ante un estimulo extrafio. Esta tiene
lugar en el tejido conjuntivo vascularizado e implica cambios vasculares, eventos
celulares, y la produccién de mediadores quimicos de la inflamacion. Todos estos
componentes del sistema forman parte de un proceso estrechamente vinculado que
.extrafio. En algunas patologias se mantienen de forma constante dicho proceso lo
cual ocasiona que se desregule y con ello se exacerbe la intensidad de la
enfermedad, favoreciendo el aumente de la mortalidad de la enfermedad. Para este
tipo de padecimientos ya existen farmacos en el mercado, los cuales tratan de
aminorar el proceso inflamatorio, sin embargo, en algunos padecimientos la causa
es desconocida o presenta un importante componente genético, por lo que el uso de
dichos farmacos antiinflamatorios bebe ser bajo un esquema cronico. Los AINEs se
encuentran entre los mas utilizados, continuamente surgen nuevas preparaciones,
lo que habla de que aun no se ha encontrado el agente antiinflamatorio ideal. Un
problema adicional es que practicamente todos poseen un riesgo potencial para
desarrollar efectos adversos importantes en los pacientes. En este sentido, un
tratamiento ideal seria aquel que disminuyera los signos de la inflamacién y controle
sus secuelas perjudiciales (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2018; Oliviero, Scanu,
Zamudio-Cuevas, Punzi, & Spinella, 2018; Tursi & Elisei, 2019). No es extrafio, por
lo tanto, que la busqueda de nuevos agentes antiinflamatorios, tanto por sintesis
quimica como a partir de productos naturales continde intensamente.

En la literatura se pueden localizar ciertas plantas con efecto antinflamatorio,
evaluadas en diferentes modelos biologicos, las cuales principalmente contienen

flavonoides, glucosidos y terpenos, algunos también con capacidad
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antioxidante.(Arulselvan et al., 2016; Choodej et al., 2018; N. Garg et al., 2017). Sin
embargo, de la mayoria de estos compuestos aln no se conoce su mecanismos de
accion farmacologico, aunque se hipotética que podria estar asociado a la inhibicion
de las enzimas importantes en la regulacion de mediadores inflamatorios, tales como
la fosfolipasa A2, COX’s y LOX’s, cuya inhibicién reduce las concentraciones de PG
y LT. Ambos componentes se encuentran involucrados en respuestas inmunoldgicas
y en algunos casos, se ha reportado su capacidad inhibitoria sobre al factor de
transcripcion NF-kB (Bak et al., 2013; Blackburn, Gill, Krol, & Taylor, 2017; Chung et
al., 2017)

Un ejemplo de este tipo de plantas con actividad antinflamatoria es Psacalium
decompositum, se ha reportado que algunos de los compuestos que se han aislado
de esta especie vegetal han presentado propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias. El cacalol es uno de sus compuestos mayoritarios, también se ha
reportado que tiene actividad antiinflamatoria importante. Asi mismo se ha reportado
que el compuesto es muy facil de oxidar, pero, al acetilarlo en su grupo OH su
estructura se vuelve es mas estable (Jimenez-Estrada et al., 2006; Merino-Aguilar et
al., 2014). Sin embargo, poco se ha avanzado en el conocimiento de las actividades
de este compuesto y del mecanismo de accion antiinflamatoria que podria presentar.
Por esta razon, uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la actividad
antinflamatoria del CA y determinar como afecta la via de sefializacion de NF-KB.
Para ello primero se realiz6 la obtencién del extracto hexanico de Psacalium
decompositum para poder obtener cacalol, el cual fue acetilado posteriormente para

transformarlo en CA.
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Para evaluar el potencial antiinflamatorio del CA, se utiliz6 un modelo celular que
consistié en macréfagos estimulados con LPS en cultivo. Se realizé la prueba de
cristal violeta para determinar la viabilidad del CA. .En general los macréfagos
presentaron una viabilidad celular superior al 90 % después de los tratamientos. Otro
modelo de estudio, consisti6 en células endoteliales de cordon umbilical
denominadas HUVEC. En ellas, se observo que concentraciones mayores de 80 uM
disminuian la viabilidad méas del 90 %. Es por eso que se seleccionaron dos
concentraciones para cada uno delos tipos celulares; en el caso de la células RAW
264.7 se escogieron las concentraciones de 50 y 100 uM del CAy en el caso de las
HUVEC se utilizaron las concentraciones de 35y 70 uM de CA (Figura 4 y 5). Con
estos resultados podemos inferir que las HUVEC son mas sensibles al CA.
Posteriormente en las células RAW 264.7 tratadas con CA, se evaluo el efecto sobre
de citocinas, tanto en liberacion de proteina como en expresion relativa, estas fueron
TNF-a, IL-1B e IL-6. TNF-a, IL-18 e IL-6. Estas citocinas son consideradas
iniciadoras importantes de la respuesta inflamatoria y mediadores del desarrollo de
diversas enfermedades inflamatorias, ya que estimula la liberaciéon de NO y PGE a
la lesion tisular y contribuye al fallo multiple de érganos (Ahn et al., 2016; Cheng et
al., 2017; Gopalsamy, Farouk, Tengku Mohamad, Sulaiman, & Perimal, 2017).

Se puede observar una correlacion positiva entre los resultados de abundancia
relativa y de expresion. La estimulacién con LPS aument6 al doble la expresion y
secrecion de estas citocinas, mientras que los tratamientos con CA (100 uM) y BAY
11-7085 (inhibidor irreversible IKK-a) administrados antes de la estimulacion,
atenuaron notablemente en mas de un 50% los niveles de expresion y secrecion.

(Figuras 7 y 8). Estos resultados son considerados con potencial benéfico ya que
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TNF-a juega un papel clave en la induccion y perpetuacién de la inflamacién
mediante la activacion de los macréfagos y regulacién al alza de otras citocinas
proinflamatorias y moléculas de adhesion endoteliales (Barrette AM1, 2016). En el
caso de IL-1B8 e IL-6 que son citocinas tipicas producidas por la estimulacion con
LPS y que tienen un papel importante en la fase aguda de la inflamacién, su
disminucién representa un prondstico positivo para la resolucion del proceso

inflamatorio (Castillo-Arellano et al., 2018; Dai et al., 2018; Gopalsamy et al., 2017).

Con los resultados anteriores podemos decir que el CA genera una respuesta
antinflamatoria a nivel de citocinas proinflamatorias ya que disminuyeron los niveles
de TNF- q, IL-1B e IL-6. Esto sugiere que el CA puede regular a la baja la respuesta
de fase aguda en macréfagos estimulados con LPS, controlando el proceso
inflamatorio, y con ello disminuyendo la liberacion excesiva e inadecuada estas
citocinas previniendo la generacion de diversas enfermedades. Por lo tanto, la
inhibicion de su expresion y liberacion es un mecanismo vital para el tratamiento de

la inflamacion.

Otra molécula importante en las enfermedades inflamatorias es la COX, en particular
la COX-2, es importante mencionar que esta proteina también es regulada por el
factor de transcripcion NF-kB. Comunmente la COX-2 es un blanco terapéutico
clasico para el disefio de farmacos antiinflamatorios, especialmente AINE. Estos se
unen a enlaces de hidrogeno en la posicion polar 120 de la arginina, bloqueando el
sitio catalitico de la COX, lo que resulta en una disminucion de la actividad enziméatica
y la sintesis de prostanoides (Ahn et al., 2016; Gautam et al., 2011; Kawata,

Murakami, Suzuki, & Fujisawa, 2018; Zwicker et al., 2017). Se evaluo la actividad de
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COX-2, y se observd CA disminuy6 significativamente la actividad de COX-2.
Mostrando una actividad similar a la generada por el farmaco de referencia
Celecoxib, un inhibidor selectivo de COX-2, mientras que la estimulacion con LPS
aumento6 su actividad 5 veces (Figura 9A). El efecto del CA sobre la actividad de
COX-2 podria deberse a la interaccidén con su sitio catalitico o a la inhibicién de su

expresion.

Alternativamente, el CA podria reducir los niveles de expresion y la proteina COX-2.
Por ello se evalué tanto la expresion de ARNm como las proteinas, y se observo que
CA afectaba tanto la expresién génica como proteica de COX-2. Se detectd una
disminucién de 3 veces en los niveles de expresion de ARNm en los grupos tratados
con CA en comparacion con el grupo LPS (Figura 9B). Ademas, CA redujo los niveles
de proteina en 2 veces (Figura 9-C y 9-D). La disminucién de la actividad de la COX-
2 podria generarse por el descenso en su expresion, o que conduce a una menor
abundancia relativa de proteinas, resultando en una menor actividad enzimética. El
acoplamiento molecular entre CA'y COX-2 debe explorarse en estudios posteriores,
y con ello valorar la posibilidad de contar con un doble mecanismo (Blackburn et al.,

2017; Choodej et al., 2018; Ferrer et al., 2019).

La disminucion en la expresion de TNF-qa, IL -183, IL-6 y COX-2 sugiere que el CA
podria estar generando su efecto antiinflamatorio al inhibir la actividad de su factor
de transcripcion NF-kB. Esto se evalué mas a fondo mediante un EMSA, una técnica
que permite evaluar la activacion de factores de transcripcion, basada en
interacciones ADN-proteina. Los macrofagos estimulados con LPS aumentaron la

union de NF-kB al ADN 2,5 veces. EI CA a 50y 100 puM disminuyd la activacion de
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NF-kB en 1,7 y 2,1 veces, respectivamente. BAY 11-7085, un inhibidor corriente
arriba de esta via de sefalizacion, disminuyd de forma similar al grupo de CA 100

MM

Se ha reportado que TNF-q, IL-1B, IL-6 y COX-2 estan reguladas principalmente a
nivel transcripcional, por p50 y p65; estas son dos subunidades que conforman a
NF-kB, las cuales son importantes para la activacién de éste factor cuando los
macréfagos son estimulados por LPS (Cheng et al.,, 2017; Choodej et al., 2018)
Cuando no hay estimulo que active a NF-kB, este se encuentra inhibido por IkB-a
y no puede translocarse al nicleo. La via de sefializacion de NF-kB puede ser
activada por diferentes estimulos (LPS, TNF-a, IL-1, etc). Existen dos puntos clave
en la sefalizacién de esta via, una es la fosforilacion de IkB-a, y la otra es la
fosforilacién de la subunidad p65. Una vez fosforilada esta subunidad, se transloca
al nacleo y con ellos se lleva a cabo la transcripcion de genes diana que estan
implicados el proceso inflamatorio (Blackburn et al., 2017; Chae, 2018; Chen et al.,

2018).

Para determinar si el efecto observado esta directamente en el dimero NF-kB o en
la ruta de sefalizacion aguas arriba, se midieron los niveles de p65 fosforilados y
totales mediante transferencia de inmunoensayos tipo Western en macrofagos y en
HUVEC. La subunidad p65 es la mas abundante en el complejo NF-kB, que se
fosforila durante los primeros 25 min después de que las células se estimulan con
LPS. Los macroéfagos tratados con BAY 11-7085 y 100 uM de CA, aumentaron la
fosforilacion de la subunidad p65 hasta 0,1 y 0,2 veces, mientras que las HUVEC

tratadas con 70 uM lo aumentaron 2 y 1 veces respectivamente. El grupo estimulado
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con LPS aumento su fosforilacion hasta 1,5 y 3.5 veces, en comparacion con el
control. Los niveles de p65 total fueron similares en todos los grupos en macréfagos
y en HUVEC (Figura 11 y 14) lo que indica que los tratamientos no afectaron los
niveles de p65 total, pero si afectaron su fosforilacién. Posteriormente, se evalué el
efecto de CA sobre otras proteinas rio arriba de esta via de sefializacién (IKB-a vy el

complejo IKK).

IKB-a retiene el dimero NF-kB (p50 / p65) en el citoplasma enmascarando su
secuencia de localizacién nuclear y previniendo su translocacién hacia el nucleo.
Cuando IKB-a se fosforila, se vuelve poliubiquitinado y se degrada. En
consecuencia, NF-kB se libera y se transloca al nucleo, uniéndose a la secuencia
consenso (Feehan & Gilroy, 2019; Lawrence & Fong, 2010; Medler & Wajant, 2019).
Esta relacion entre fosforilacion y degradacion se observéo en la presente
investigacion. En macrofagos el LPS aumento la fosforilacion de IKB-a hasta 3 veces
lo que resulté en una degradacion de 0,6 veces para IKB-a. BAY 11-7085 y CA (50
0 100 pM) disminuyeron la fosforilacion de IKB-a (3,2 veces) e inhibieron la
degradacion de IKB-a. En el caso de las HUVEC LPS aumenté la fosforilacion de
IKB-a 4 veces y se observo una degradacion de 0,8 veces para IKB-a. BAY 11-7085
y CA (35 o 70 uM) disminuyeron la fosforilacion de IKB-a de 3.5 veces (Figura 12 y

15).

Finalmente, se determind el efecto de CA sobre la fosforilacion de IKKa/B. El
tratamiento con CA 50 y 100 pM en el caso de los macréfagos o 35y 70 uM para las
HUVEC no cambi¢ la tasa de fosforilacion. LPS aumenté la fosforilacion de IKK hasta

1,5 veces en macrofagos y 3 veces en HUVEC en comparacion con el control y BAY
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11-7085. Los niveles totales de IKKa/f no cambiaron en ninguno de los grupos de
los dos tipos celulares (Figura 13 y 16). Estos resultados nos indican que tanto en
macrofagos como en HUVEC se observé que el CA no modificod el complejo IKKa/p,
ubicado rio arriba de la sefializacion pero si las fosforilaciones de IKB-a y p65. Es
importante sefialar que en HUVEC se observo un efecto mas notorio, esto se puede
deber a que este tipo celular (endotelio) proviene de un cultivo primario y es mas
sensible a cualquier cambio en su entorno. Es por eso que se decidid medir
expresion y la produccion de las proteinas de adhesion endotelial ICAM y VCAM, ya
gue desempeian funciones vitales en los procesos inflamatorios son considerados
una pieza clave para la infiltracién celular durante el proceso inflamatorio, ademas
de ser proteinas que también son reguladas por el factor de transcripcion NF-kB
(Harjunpaa, Llort Asens, Guenther, & Fagerholm, 2019; K. Siddiqui, George, Nawaz,
& Joy, 2019; Yang et al.,, 2016). Se observo que los grupos tratados con CA 'y
estimulacién posterior con LPS disminuyeron la expresion y la produccion de estas
en comparacion con el grupo que solo fue tratado con LPS (Figura 17 y 18), el

descenso casi alcanza los niveles basales.

Estos resultados nos llevaron a cuantificar la produccion de NO, el cual es un radical
libre que puede ser liberado por los macréfagos y que es citotdxico para ciertos
microorganismo. El NO puede actuar sobre las células endoteliales e inducir
vasodilatacioén, un factor clave que beneficia a la infiltracion leucocitaria y por ende
al foco inflamatorio (Mitchell & Kirkby, 2018; Nakatake et al., 2017). En los resultados

se observd que los grupos tratados con CA disminuyeron los nivel de NO,
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particularmente la concentracion de 35 uM fue la que lo disminuye casi a niveles

basales.

Esto nos llevo a utilizar un modelo de adhesion celular entre HUVEC y células U-
937. Dicho modelo se basa en la estimulacion de HUVEC con LPS para que inducir
la expresion de moléculas adhesion. Posteriormente se co incuban con monocitos
U-937 en suspension (marcados con tritio) los cuales se deben de unir a las células
endoteliales, en caso de no se unan se puede suponer que las células endoteliales
(HUVEC) no expresaron moléculas de adhesién. Observamos que los grupos que
fueron tratados con CA y estimulados con LPS solo aumentaron 1.5 veces sus
adhesion celular en comparacion el basal (células no estimuladas), y que el grupo
que fue estimulado con LPS aumento mas de 7 veces la adhesién celular. Con estos
resultados podemos decir que la disminucion en la adhesién celular se debe a que
CA no esta permitiendo que se produzcan moléculas de adhesion, ya que el factor
de transcripcibn NF-kB no esta induciendo su expresion, principalmente por
inhibicién de la translocacion al ndcleo, ya que se encuentra inhibido en el citoplasma
por IKB-a. Al no translocarse no induce la produccién de sus genes respuesta como
es el NO, ICAM y VCAM. y esto es lo que genera que no exista una adhesion celular

entre los monocitos y las HUVEC.

Los resultados anteriores nos indican que la activacion de NF-kB vy la fosforilacion de
p65 podrian ser consecuencia de acciones directas de CA sobre la proteina IKB-a y
este podria ser su posible mecanismo de accion (Figura 21). Estos resultados son
similares a los reportados para otros terpenos antiinflamatorios, como genipina,

triptélido y catalpdsido, inhibidores de IKB-a
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Estos resultados podria estar asociados con el efecto antiinflamatorio del CA que ya
se ha reportado anteriormente en el modelo TPA que una disminucion en la
activacion de la via NF-kB inhibe una gran cantidad de mediadores inflamatorios
como son las citocinas (TNF-a. IL-1B8 e IL-6), moléculas de adhesion (ICAM Y
VCAM), NO, COX-2, entre otras reduciendo el proceso inflamatorio y la generacion
de edema. Cabe sefalar que el CA no solo podria tener efecto sobre los macréfagos
o células endoteliales, talvez también podria generar efecto en otros tipos celulares.
Es importante mencionar que CA podria estar funcionando como profarmaco. Este
compuesto, al interactuar con el medio de cultivo o cuando se administra
topicamente, podria estar reaccionando con las esterasas presentes,
transformandolas en cacalol u otros compuestos que podrian ser los responsables
del efecto, aunque se necesitan estudios farmacocinéticos futuros para corroborar
esta teoria. De cualquier manera el hecho de que el CA interfiere con la via NF-KB
entre IKK e IKB implica un mecanismo diferente al de antinflamatorios no esteroideos
y esteroideos lo cual lo convierte un candidato interesante para su desarrollo como

un antiinflamatorio alternativo.
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Figura 21. Posible mecanismo de accion del CA.
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11. CONCLUSIONES

El CA reduce la expresion relativa del ARNm y las concentraciones de TNF-
a, IL-1B e IL-6 en macrofagos activados con LPS.

El CA reduce la expresion relativa del ARNm, la produccién y la actividad de
COX-2 en macroéfagos activados con LPS.

El CA disminuyo la translocacion de NF-kB al nucleo y disminuyd los niveles
de fosforilacion de IKB-a y p65 en macréfagos activados con LPS.

El CA reduce la expresion relativa del ARNm y la produccion de ICAM y VCAM
en céluas HUVEC activadas con LPS.

El CA reduce produccion de NO en HUVEC activadas con LPS.

El CA disminuyo la adhesion celular de monocitos U-937 a células HUVEC
activadas con LPS.

El mecanismo de accion de CA ese encuentra enre el sustrato activo del

complejo de las IKKs y el sustrato de IKB-a.
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12. PERSPECTIVAS

Andlisis de modelaje molecular de CA sobre componentes del sistema NF-
KB en donde se bloquea la transmision de la sefalizacion (IKKB, IKKy) como
posibles blancos de AC.

Valoracion del efecto antiinflamatorio de CA en un modelo murino en el
contexto de una inflamacién local (TPA) y corroborar que la via de
sefializacion se bloquea en el mismo sitio que en modelo in vitro

Valoracion del efecto antiinflamatorio de CA en un modelo de choque séptico
inducido por LPS, para valorar la disminucion de la sintomatologia
marcadores moleculares inducidos en el choque séptico y la mortalidad.
Valoracion de posibles efectos secundarios en un modelo murino,
enfocandose en los efectos adversos de otros antiinflamatorios cominmente

usados (aspirina, dexametasona, diclofenaco, etc.)
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sesguiterpene with anti-inflammatory potential that is isolated from - \
Psacaliwm decompositum, 2 medicinal plant with several scientific

reports supporting its anti-inflammatory activity. Cacalol acetate 1
(CA) s the most stable form. Nevertheless, the participation of CA ™ 27 ’
in the main signaling pathway associated with inflammation is P odid\e g <l

unknows. Our aim was to study the anti-inflammatory effect of CA "-. e

and to determine its participation in NF«B signaling In TPA- %~

induced edema in mice, CA produced 703% inhibition. To '.'. Ashy

elucidate the influence of CA on the NF-&B pathway, RAW 264.7 o - o2
Wmmd%ﬂd&nmﬁdwﬂh

LPS, evaluating NF-KB activation, IKK phosphorylation, IKB-a, p6S, cytokine expression, and COX-2 release and activity. CA

Mnrdxummﬁwmmmmwmm«mdmmmmmm
and secretion of TNF-z, 1L-15, and IL-6. Additionally, it decreased the activity and expression of COX-2 mRNA. These data support
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molecule uscful for the development of anti-inflammatory agents with innovative mechanisms of action.

nflammation is 2 natoral biological respoase that is triggered

by nouious stimuli (microbial infections, chemical ageats,
and immune reactions), directed towards climinating harmful
agents and restoration of the normal function of the affected
tissue or organ' ' According to its origin and extent,
inflammation could be acute ar chronic. Acute inflammation
occurs within the span of minutes to howrs, and the alteration
produced in inflammatory mediators could last 2 few days,
whereas chronic inflammation could fast for several months, ™
Chronic inflammation is associated with the pathogenesis of
several diseases, mncloding rheumatoid arthritis, obesity,
a‘&’- ‘] b= ) - 'S R R
Crohn’s disease, and cancer.”

Macrophages are coitical cells in the inflammatory process.
These cells are involved in the clearance of foreign matenials,
invasive bacteria, defective cells, and debris produced by tissoe
damage."” Some particular macrophages residing i specific
tissues express 3 vanety of pattern recognition receptors
(PRRs), which specifically recognize foreign agents, such as
TolHike receptors (TLRs). Differert stimuli such as the
lipopolysaccharide {LPS),"" " a Gnmneptm baacml
mdmmmdxm4ou--m phag
the recrui d‘ x' ‘l ¥ 1 (Wd
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TRIF). The bindiag of these adsptor proteins to the TLR4
complex triggers nuclear factor-kappa beta (NF«B) activa.
mx‘-::

NFaB is a uhiquitous nodear tramscription factor that
regolates the expression of several genes, playing pivotal roles
in inflammation, autolmmune diseases, apoptosis and cascino-
genesic ' p30/p6S is the principal NF«B heterodimer in
nonstimulated cells linked to a family of inhibitory proteins,
1xB, which maintain the heterodimer mactive in the cytoplasm.
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the promoter region of target genes, activating their tran-

scription.

The cellular responses mediated by NFAB induce the
production of intlammatory mediators such as nitrde oxide
(NO), interleukin 1/ {IL-1f), mterleukin 6 (IL-6), tumor
necrosis factor-a ( TNF-), and cycloaxygenase-2 (COX-2), an
enzyme that uses arachidonic acid (AA) as a substrate to
transform it into prostaglanding (PGs), among others' ™"
The inflammatory response is the result of the complex
interaction of all of these molecules, and their prolonged
presence coukd exacerbate the inflammatory process, leading to
a chronic condition.

Anti-infammatory drugs, such as idal and idal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs),"" ™" are the premary
therapeutic approach in many inflammation-related diseases.
Although a Jarge number of synthetic anti-inflammatory drugs
have arisen in past decades, these often cause adverse effects
after prolonged treatment, particularly In gastrointestinal
disordess and altered humoral immunodeficency.™*" There-
foee, the search for new anti-inflammatory drugs with higher
efficacy and Jower toxicity is mandatory,”**!

Plants provide 1 large number of secondary metabolites with
several biological activities,” ™" Some of these natural
metabolites are flavonoids, glycosides, phenols, and terpenes.
Terpenes are the most abundant and most widespread class
associated with multiple pharmacological activities, such as
antioxidant and antiproliferative, with the ability to modulate
the cell signaling pathways mvolved in inflammation, such as
artemisinin and lycopene, which inhibit the DNA binding of
NF-Kb, and others, such as genipin, triptolide, catalposide,
among athers, which are inhibitors of KB, %75

Peacalium decomposition (A Gray) H. Rob. & Brettell (Gray)
(syn.: Caculla decompusita A. Gray, Asteraceae) is a medicinal
plant distributed in norther Mexico and the southwestern
US. In traditional medicine, roots and rhizomes are employed
tor general pain, theumatism, kidney, liver, and gastrointestinal
disorders and a5 an antidiabetic remedy. ™" In sddition, this
plant is bactericidal, fungicidal, antioxsdant, antidiabetic, and
anti-inflammatory. " Phytochemical studies revealed that P.
decompositum  contains several sesquiterpene  compounds
(faranocremofilanes), such as cacalo), cacalona, maturine,
maturinone, and maturone,”'

A

0,

/

Cacadol aceture

Cacalol was reported to p an anti-infl y effect
by the inhibition of edema in carrageenan and 12-0-
tetradecancylphorbol-13-acetate (TPA) models."” It has been
reported that the acetylated form of this compound {cacalol
acetate) is the most stable of these, although the anti-
inflammatory effect of this derivative and its influence oa the
NF-kB signaling pathway is unknown. This study aimed to

evaluate the anti-inflammatory effect of cacalol acetate (CA)
and to determine its potential modulator effect on the NEAB
signaling pathway, following LPS-induced activation of RAW
264.7 macrophages.

W RESULTS AND DISCUSSION

Traditional medicine and natural products play an essential
role in human health, focusing on the prevention and
treatment of various diseases, inchuding inflammatory diseases.
Tespenes may be conssdered an excellent alternative for
designing new compounds with anti-inflammatory activity.
Cacalol is a terpene that displayed anti-inflammatory activity in
the TPA and carrageenan model, generating 60% inhibition in
edema” This compound tends to be easily oxidized in its
phenol group, becoming less stable, An alternative to avoid this
is to acetylate the phenol group, resulting i cacalol acetate,
which is 2 stable compound.”™* Cacalol is a beige solid, with 2
melting point of 105-106 °C and R, 0.63 in HxOEt (8:2),
which coincades with previous studies,™

The "M NMR spectra showed, at 239 ppm, a signal
belonging to hydrogen bound to C-13, while, at 2.39 ppm,
there was a signal for hydrogens bound to C-14 corresponding
to the methyl bound to the phenel group and at 2.39 ppm the
protons attached to the C-13 belonging to the methyl linked to
the furan ring. The hydrogen signal of the furan group at 7.22
ppm was also evident. Additionally, the methyl protons of the
acetate group corroborated the cacalol acetylation {Supporting
Infocmation ),

As already reported, Cacalol Inhibited TPA-induced e¢ar
inflammation in mice; however, to our knowledge, there are no
reports concerning the effect of CA on inflammation models.
This work is, to our knowledge, the first report on the ant-
inflammatory effect of CA on the TPA model. The mechanism
of TPA involves protein kinase C (PKC) and phospholipase
A2 (PLA2) activation, as well as arachidonic acid release, 3 PG
and leukotriene (LT) precursor, which act as vasadilators and
facilitate the development of edema.’™"" Table | presents the

Table 1. Anti-inflammatory Activity of Compounds Isolated
from the Hexane Extract of P, decompositum on TPA-
Induced Mouse Ear Edema

ol percentage mhikition
wtﬁ(‘(m‘) of odema

group dose
TPA + 25 g/ 1662 2 0%
CH(COXCH, e
cacalol 1 mg! R3S 208 483
vt
cacalol acetate 1 mg/ 6036+ 08 T3
wr
Indoencthacin 1mng/ 405 £ 09 e 7
[

“p < 008,

percentages of edema inhibition on the TPA model. CA
produced edema inhibition, even more than the cacalol
treatment, in that the cacalol only inhibited 48.3% and CA
up to T03%, generating 3 statistically significant difference of
21.8% between the two groups. CA probably inhibits the
synthesis pathway of lipid mediators and PLA2, similar to
steroidal anti-imflammatory drugs, or generates an effect on
COX-2 similar to that produced by an NSAID. CA could also
be generating changes in the expression of some genes such as
COX-2 or PLA2, or centain other inflammatory mediators such

Tt \Acaed oy 10100 e tnatpeod So00 X0
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Figure 1. Effect of CA oo the secretion of inflammatory cytokines m RAW 264.7 cells stmulated wath LPS. RAW 264.7 macrophages were
pretreated during 1 h with CA (30 and 100 M) oe BAY 117085 { 10 4M ), The medinm was removed and fresh medivm with LPS (1 jg/mL) was
added duzing 3 h; at the end of this time, the culture medium was collected and TNF- (A), IL-1)f (B}, and [L-6 (C) were quantified by ELISA.
Values ace peesented as means = SEM froen six mdependent expermments, *p < 005 comgured to control; "p < 008 compared to LPS.
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Figure 2, Effect CA on the expresson of imflammatory cytokines m RAW264.7 cells stimulated with LPS. RAW 264.7 macrophages were pretreated
during | h with CA (50 and 100 uM) oc BAY 117085 (10 pM). The medism was removed, and fresh myecium with LPS (1 pg/ml.) was added
dunng 90 min; after isolatmg the total RNA, the relative expression of TNF-a (A}, 1L (B), and [L-6 (C) was quantified by RT-4"CR. Valoes are
presented as means + SEM from six mdependent expenments. *p < 005 compared to contral; "p < 005 compared to LPS.

as cytokines, or could be intervening in the production of NO,
which would also generate the inhibition of edema, ™™
Macrophages play 2 crucial role in the initiation and
perpetuation of the inflammatory response, which is why we
decided to use RAW264.7 cell line macroplages, which is the
most widely of those employed as a model of inflammation
vitrn.Y* LPS activates NF-KB in macrophages, inducing the

2449

expression of Inflammatory genes, TNF-a, IL-1f, and IL-6,
among these.” ™" These are key mediators i the pathophysi-
ology of the majority of inflammatory diseases; they induce
increased levels of the expression of adbesion molecules and
trigger the production of reactive oxygen species (ROS),
10, 84—40

generating tissue damage.

g dcdetans 100 001 facs jra tpried 000300
£ Mt Prad 2000, B, 24370855

109



Journal of Natural Products pubs.acs.orgljnp

c
cox2
2100 ** WD e o .y o o
m.—.---—---—
ws - . . . . - - -
- . - * - - . - .
CA = e e W M e
CA - - v BN N NN e
B D
gg 2 »i 5
i i -
’u £s 4
® -
. 2 .
gs . AR L RN §§ . ! L
T e [
[ . “ . . N . s . . . . . . . v
[T e e s e WY s o B e e @ o ie
[ . P WA N BN e CA - . N e LR T

Figure 3. Effect of CA on COX-2 activity, expeession, and peoduction in RAW264.7 cells stimulated with LPS. RAW 2647 macrophages were
pretreated during 1 b wath CA (50 200 100 M), Celecoxib (10 M), or BAY 11-7085 (10 ¢M); the medium was removed, and fresh medinm with
LPS (1 pg/mlL) was added during 90 min to measure expression and during 3 h to measure activity and protein content. COX-2 encyme activity
was determined by fluonmetric assay (A), Relative COX-2 expression was quantified by RT-gPCR (B). Protein content was evaluated by Westerns
blee (C), and band intensities were measured by d y 2ol normalized wath hactin (D). Values are presented as means + SEM from six
independent experinents, *p < 003 compared 1o conteol; *p < 008 compuared to LPS
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Figure 4. Effects of CA vn the trandocatson of NE-48 into the nuckus induced by LIS in RAW 2647 cells. RAW 264.7 macrophages were
pretreated daring | b with CA (50 and 100 pM) or BAY 117085 (10 5M); the mednums was removed, and fresh medium with LPS (1 jg/mL) was
added dusing 25 min. Then nocear peotein extraction was performed. NE-sB translocation was sssessed by an EMSA assay on a 7.5% acrylamide
gl with probes libeled for NF4B (A). NFxB translocation was clculated by densitometsy analysis of the bands on the gel (B). Values are
pnwwd as means = SEM from six mdcpcndml openments. *p < 005 comgpared to control; ‘f.- < DS -:nmpami to LPS.

CA was fiest evaluated oo the transcriptional regulation of for the design of anti-inflammatory drugs, especially NSAIDs.

these pro-inflammatory cytokines in response to stimalation These bind to hydrogen bonds at polar position 120 on
with LPS, Mere stimulation with LP'S increased by 2-fold the arginine, blocking the COX catalytic site, resulting in decreased
expression and secretion of these cytokines, while the enzyme activity and prostanoid synthesis."” COX-2 activity
treatments with CA {100 uM) and BAY 11-7085 (imeversible was also evaluated, where CA significantly decreased COX-2
Inhibitor IKK-ar) administered before stimulation markedly activity 2,5-fold, The latter was stmilar in manoer to that of
attenuated it by more than S0% compared to control’ Celecoib, a sefective COX-2 inhibitor, compared to the group
(Figures 1 and 2). Inhibition of these cytokines represeats an stimulated with LPS, which imncreased its activity 3-fold (Figure
cffective treatment strategy for inflammatory diseases and A)."" The effect of CA on COX-2 activity could be due to the
tissue damage, for example, in theumatoid arthritis, in which interaction with its catalytic site,
there is an excessive production of TNF<z and [L-1-f that Alternatively, CA could lower expression levels and COX-2
generates cartilage and bone destruction through the increase protein. Both mRNA expression and protein were evaluated,
in metalloproteinases. Decreasing the production of these and it was observed that CA affected both the expression and
cytokines could also decrease tissue damage,™' """ the protein content of COX-2 A 3fold decrease in mRNA
Another important molecule in inflammatory diseases is expression levels was detected in the CA groups compared to

COX, particularddy COX-2. This s a classic therapeutic target the LPS group {Figure 3B). Purthermore, CA decreased

2450 g desstans 100100 acs jratpried 0500300
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Figure 8. Effect of CA on pb3. RAW 264.7 macrophages were pretreated dusing 1 b with CA (50 and 100 ¢M) or BAY 117083 (10 gM); the

was 1 d, and fresh medaum with LPS (1 prg/mL} was added during 2§ min, The levels of nonphesphorylated and phaspharylated pas

in SerS36 protein were determined by Westeen blot (A, C). The solative intensity of noaphasphorylated and phosphorylated p6s wis calcalmed by
densitometry analysss of the bands on the gol (B, D). Values are presented as means 4 SEM froen three independent experiments. *p < 0.05

I to I *p < 0.05 compared to LPS.
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Figure 6. Effect of CA on [KB«e. RAW 264.7 macrophages were pretreated daring 1 b with CA (30 and 100 ¢M) or BAY 11-7083 (10 uM); the
medium was removed, and fresh medium with LPS (1 pg/mL) was added daring 235 mun, The levels of noaphosphontated and phosphonated
TKB-e in Ser32/36 protein were determined by Western blot (A, C), The relatiw intensity of nonpbosphorylited and phosphoeylated KB was
calculated by densitometry analysis of the bands on the gel (B, D). Values are presented as means # SEM from six independent experments. *p <

005 compared to controk “p < 0D compared to LS.

protein levels by 2£0ld (Figare 3C and D). These results
suggest that perhaps the decrease in COX-2 activity is not due
to the blocking of the catalytic site of this” enzyme. The
decrease in COX-2 activity could be generated by the decrease
In its expression that leads 1o a lower protein concentration,
resulting In less enzymatic activity. Molecular soupllng
between CA and COX-2 should be explored in 1
studies. ™

The decrease in the expression of TNF.a, 1L-14, 116, and
COX-2 suggests that CA could be genersting Its anti-
inflammatory effect by inhibiting the activity of ks tran-
scription factor NE-KB. This was further evaluated by means
of the electrophoretic mobility shift assay (EMSA), 2 technigue
for studying the activation of transcription factors, based on
DNA-protein interactions, = LPS.stimalated macrophages
increased NF-KB binding to DNA 2.5-fold. CA 50 and 100
#M decreased NF-KB activation by 1.7- and 2.1-fold,
respectively, BAY 11.7085, an upstream inhibitor of this
signaling pathway, decreased simalarly to the group pretreated
with 100 M CA.

To determine whether the observed effect is directly on the
NF-KB dimer or on the upstream signaling pathway,

21451

phospharylated and total p63 levels were measured by Western
blot. The p65 subunit is the most abundant in the NF-KB
complex, which is phospborylated during the first 23 min after
cells are stimulated with LPS. Macrophages pretreated with
BAY 11-7085 and 100 M CA and subsequently stimulated
with LPS increased the phasphorylation of the p63 subunit up
to 0.1- and 0.2-fold, respectively, and the group stimulated with
LPS increased its phosphorylation up to 1.5-fold, compared to
the control. Total p6s levels were similar in all groups (Figure
5), indicating that the malmenls did not affect total p6s levels,
but did affect their phospherylation, Subsequently, the CA
effect on other upzsm:am proteins of this slgmhng pathway
(IKB- and the IKK complex) were eval

IKB-r retains the NF-kB dimer {pS0/p63) in the cytoplasm
by masking its nuclear localization sequence and preventing its
translocation into the nucleas. When IKBz is phosphorylated,
it becomes polyubiquitined and breaks down, Consequently,
NFkB is released and translocated into the nucleus, joining
the consensus sequence.” ™™ This relationship between
phosphorylation and degradation was observed in the present
investigation. LPS mereased phosphorylation of IKB-2 up to 3-
fold, resulting in & 0.6-fold degradation for IKB-a. BAY 11-

Pt w101 01808 Jrampvied o000
A Wat Frodx 2000, B3, MAT-2455
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ﬂgm" Etfect ofCA on IKK-a/f RAW 264.7 macrophages were pretreated during | b with CA (50 and 100 gM) oe BAY 11-7085 (10 yM}; the

was d, and fresh mediom with LPS (1 yg/mL) was added during 25 min. The levels of noaphosphoniated and phosphoryiated
IKK.ax/ff in Sexd 76/ I"" protesn were determined by Western blot (A, C}. The relative intensity of sanphosphoeylated and phasphorylated IKK.a/
Fowas calcolated by densitometry analysis of the bands on the gel (B, D), Values are presented as mears & SEM from six independent experiments,

*p < 0,05 compared to control; “p < 0.05 compared to LPS.

7085 and CA (50 or 100 yM) decreased IKB-a L

ly described *' Cacalol was crystallized from hexanc—acetone

ylation (32-fold) and inhibited IKB.x degradation (Fu:uu‘ 6).
Finally, the CA effect on IKKa/fi phosphorylation was
determined. CA treatment (30 and 100 #M) did not change
the phosphorylation rate, LPS increased IKK phosphorylation
up to 134old compared to the control and BAY 117085
IKKa/f# total Jevels did not change in any of the groups
(Figore 7). CA did not modify the 1KKa/# complex, located
of the signaling. Therefore, the effects detected in
NF-kB activation and p6> phosphorylation might be a
consequence of direct actions of CA on 1KB-a protem.
These results are similar to those already reported for other
anti-intlammatory tespenes, such as ;cnlpln, tnptolide, and
catalposide, inhibitors of IKB-a, '

These results might be associated with the anti-inflammatory
effect of CA observed in the TPA model, because 2 decrease in
the activation of the NF-&B pathway inhibits a large number of
Inflammatory mediators, reducing the inflammatory process
and the generation of edema [t is noteworthy that CA might
not have an effect only on macrophages. It coald also have an
effect on other important cells that partcipate in the
inflammatory process, such as endothelial cells, in which NF-
kB regulates the expression of adhesion modecules, as well as
the generation of NO, among other functions, which future

dies could corroborate.'*"” It is alsa important to mention
that CA could be working as a prodrug, This compound whcn
interacting with the culture medium or when ad

m yield nlwv crystals (Q003% yield); mp 91-92 °C; R, 0,51, Cacalol
scetylation’ was carried st to nl'uln CA with acetic anhydside in
pyridine; mp 103106 °Cx R, 063" These data were carroborated
with spectral analysis (IR, 'H NMR) of the reference compound and
comgured with those reparted in the literature, establishang that both
comgounds weee cacalod and CA (Supporting Informaton) ™
Mouse Ear Edema Model, Eight- wuk-old m.:k CD-I mice (30—
JS g} were used. The ks were p I by the M litars
U y and were ined on & basic wd ihiw
durl for rodents with a 12 h Bght/dask cpcle with & nguhlu!
temperature (25 “C), The following mldnu were conducted in
agr withy the national and l standards of the Official
folun Standard  (NOM-062-ZO0-1991), Regulation of the
M litin University (DCRS949.2017). The mice
were randomly u-panted into four groups with five animals each.
Edema was indaced by topical ud of TPA (Sigma-Akdrich,
St Louts, MO, USA} in the left ear of each mouse (2.8 yg dissolved in
25 pL of acetone). Thirty minutes biter, the right ear of each mose

was topically sdministered 25 pL of acetone. In all cases, | mg of

cacalol or CA was dissolved in 235 pL of the vehide. The solvent and
campaunds were topically adminstered to both fices of each left car
treated with TPA. A control group received Indomethacin (Sigma-
Aldrich) (1 mg/ear} ax 2 positive control in the ear treated with TPA
The ansmals were sacnficed 6 b after the treatment. A piece of atrial
tesue was then removed by dolling 2 7 mm hale at the center of the
ear with a punch, i order to record its weight for further anatysis.
Quantibcation of the edema was cakuhited with the weght difference
between the auricular atrial tissues treated with TPA and the

directly into the mouse ear, could be reacting with sterases that
arc pruenl. lr.m.slormmg these inte cacalol™ Future
dies could barate this theory.

" In concluston, CA affects the phosphorydation of IKB, which
could be associated with the anti-milammatory effect exhibited
in the TPA model, This compound could be the basis for the
synthesis of the next generation of ant-mflammatory drugs.

B EXPERIMENTAL SECTION

Cacalol Isolation and Acetylation. Peacalium decompusitume
roots .ml thnmw; (500 gl genemuol'; donated by Dr. Manoel
froen € y Institute at UNAM, were ground

and extracted with hexane at room temperature for 48 b (bexane
extract). Cacalol was isolated by chromatography onto a 70-230
mesh silica column (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

ding tissoe from the other ear that received only vehicle.
&imm inhibitson was defined a5 3 porcentage of the edems produced
in cootrol animals, with the following foomula:

= (v = ) = (W' = ')
(e = wy)

where w = weight of the left car with TPA (TPA control); wy, = weight
of the nghs ear with vehicle {normal controd); W' = weight of the left
ear with TEA {treated ); and sy, = weight of the right var with vehicle
(antreated),

RAW 264.7 Cell Culture, RAW 2647 cells lines were purchased
froen the American Type Calture Collection (ATCC, Manassas, VA,
USA). RAW 2647 oddls wery coltured in manalayer culture using
DMEM medinm (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibeo, Grand
Islind, NY, USA), supplemented with 10% fetad bovine serum
(Gibca), 2 mM t-glotamine {Sigma-Aldnch), 1 mM sodium pyruvate
(Sigma-Aldeich), and 2 mg/mL genstamicin (hyitrogen, Waltlam,

& Inhibiei

* 100

LLo U B -r;-ll 1021780 fnatpend Oo0 300
000, W, 8T 245

112



Journal of Natural Products

Pubs s 009 | ance |

MA, USA). The cells were cultured at 37 “C in dispasable sterile
plastic battles (Cornieg, NY, USA) under a humidified atmosphere of
3% C0,/93% air. The medium was replaced three times a week and
way otilized at %% confluence,

Cell Functionality by the Neutral Red Assay. Cell function-
abity was measured wsing the Neutral Red assay (Sigma-Aldrich). The
incorporated Neutral Red was directly proportional to the number of
functional colls, RAW 264.7 cells were seeded on 24-well plates with »
semicordluent density (40 000 cells/well), treated with CA (10-120
JM) for 24 b, annd incabated at 37 °C wnider & humidified atmosphere
with 3% CO,. Subsequentiy, the plates were incabated for 2 h with 2
medium cootaining Neutral Red; then, the cells were washed and
extracted from the dye to be read at S40 nm {Supporting
Laformation ). ™

TNF-a, IL-14, and IL-6 Quantification. RAW 264.7 cells were
seeded on siv-well plates and were incubated at 37 “C under 2
humidified atmosphere with §% CO, for 24 b The cells were then
preincubated with CA {30 and 100 uM) and BAY 11-7085 (10 uM)
for | h before stimalation with LPS {1 pg/mL) for 3 h. The
supernatants were collected and stared at =70 “C before analysis. The
concentrations of TNFr, IL-1f, and (L6 In the cell supematants
were determined by ELISA kits, according to the manufacturer’s
recommendations (BioLegind ELISA May; BioLegend, Sin Diegy,
CA, USA).

Cytokines (TNF-a, IL-1§, and IL-6] and COX-2 Relative
Expression. RAW 264.7 cells were sceded on sixvwell plates and
were incubated at 37 “C under o humidified atmeosphere with 3%
CO,. The cels were then ated with CA (30 and 100 uM)
and BAY 117085 (10 oM} for 1 h before stimubation with LPS (1
pg/mL] for 90 min. Total RNA was isclated with TriPure isolation

COX activity {pmol/pg) per 5 gL sample s calculated according to
the standard curve and the concentration of total proteln, and the
results were lized with the d cells,

Cytoplasmic and Nuclear Protein Extracts. RAW264.7 cells
were seeded on plates and incubated at 37 °C under a bumidified
amospheny with §% CO, for 24 b, The cells were then preincabated
with CA (50 and 100 uM) or BAY 117085 ([E}3{d-ters-
butylpbenyialfonyl)-2-propenenitrile) (10 pM) (Segma Chemical)
for | h before stimulation with LPS (Eccherichia colf 0111:84, Sigma-
Aldrch) (1 pg/mL} for 25 min. The cells were subsequently
harvested and washed twice with cold PBS. Subsequently, the celis
were sceaped In PBS, collected, and centrifuged st 330¢ foe 5 min in
onder to recaver the cell pellet. The Latter was frozen in dry ice for |
man and was gently resuspended in 100 L of hypotonic sobution (10
mM Hepes pH 7.9, 10 mM KCl, L3 mM MgCl,, | mM dithvothrestol
(DTT)) and cenlnfugul a 33008 at 4 “Cr the supemnatant was
collected to cbtain cytop ins. The pelict inieg, cell
noclel was resuspended in 50 yL of hypertonic solution (ll) mM
Hepes pH 7.9, 400 mM NaCl, L5 mM MgCl,, 25% glycerol, 0.2 mM
EDTA, | mM DTT, 0.5 mM PMSE), incobated for 30 min, mised
geotly at 4 °C, and centrifuged at | 140 for 10 min, The superatants
containing the nudear peoteiny were collected and dduted 1:1 with an
HDKE buffer (20 mM Hepes pH 7.9, 30 mM KCl, 25% glycerol, 02
mM EDTA, | mM DTT, 05 mM of PMSF) and stored st 70 “C.
Cytoplasmic and nuckear protein concentrations were determined
using the Bradford method '

Westemn Blotting. The cytoplismic extract was separated an &
10% SDS-polyscryhimide gel and transferred onto a pofyvinylidene
Huoride (PVDF) membrane (BIO-RAD) with a glycine transfer butfer
(192 mM ghycive, 25 mM Tris-HCI pH 8.8) and 10% methanol (v/v)

reagent { Roche, Indianapolis, IN, USA}. Single-strand compl ¥
cDNA was synthesized with the ImProm 11 reverse transcription
systemy kit (Proenega Madison, W1, USA) fallowing the fac-

ight. The following day, the nonspecific sites were blocked with
low-fat powdered milk (Svelty, 5% w/v}; the membranes were
Incubared ight with specific primary antibody IKK2/ff { 1:2000;

tarer’s Instructions. The ¢cDNA was amplified with SYBR Green
Master Mix (Roche Molecalar Bioch ds, Mannheim, G

and employing the following primers: TNF-a {F8-CCT! CCCTG-
TCATCAGTTCTAY R3IVACTTGGTGGTTTGCTACGAC S,
GenBank accession: NM_D13693.3); 111 (FS-TATGTCTTGC-
CCGTGGAGCTT-Y RI-GTCACAGAGGACGGGCTCTT 3
GenBank accession: NM_DI9605.4); [L-6 {FS-TTCCAT-
CCAGTTGCCTTCTT -3 RS CAGAATTGCCATTGCACAAC-
3'; GenBank accession: NM_001314054.1); COX-2 (FS§'-
TTCAAAGAAGTGCTGGAAAAGGTY RS GATCATCTC.
TACCTGAGTGTCTTT-3; GenBank accession: NM_0111954)
and housekeeping gene 36B4 (FS AAGCGCGTCCTGGCAT-
TETCT-3 RS“CCGCAGGGGCAGCAGTGGT-3" GenBank ac-
cession NM_007475.2), as well a5 Fast Start enzyme, PCR buffer, aml
3.5 mM MgCl‘. in 4 final volumse of 10 L. Reactions were

Gene'Tex, lrvine, CA, USA), phospho-IKKa/# {Ser 176/177}
(1:2000; GeneTex), pas (1:6000; Santa Cruz Blotechnobogy, Inc.,
CA, USA), phospho-pss (Ser 336) (1:2000 Cell Signating
Techealogy, Inc., Danvers, MA, USA), IKB.ar (1:1500; Santa Crux
Biotechnology), phospho-IK8-r (Ser 32/38) (1:2000; Cell Sigmali

Techoology), and flactin (110,000 Santa Crur Fiotechnology
difuted in TBS-Tween 1%—afbumin 1% at 4 "C. ARer this, the
wembeanes were incubated foe b witly secondary antibodies (antl-
rabbit- HRP {1:20 000y Pierce-Thermo, Waltham, MA, USA.) and
aoti-mouse-HRP {110 000; Prerce Thermo} at rooe tesperature,
and the proteins were detected employing the *SuperSignal®
chemiluminescence system (Pirce, Rockford, IL, USA) The signaks
geoerated were detected using the equipment Fusion FX Vilber
boumul [VILBER Smart Imaging), and the spots were quantified by

in a reabtime Rotor-Gene {(Cocbett Life Science, Concarde, NSW,
Australia). gPCR was conducted wsing the following cyding
conditions: premcubation and depaturation at 95 °C for 10 min.
The threshold cyces (Ct) were measured = separate tubes in
duplicate. The identity and purity of the amplified peoducts were
hecked by electrophoresis on 2% agarose gel. The melting curve was
anafyxed at the end of amphﬁutton following the SYRER Green kit
conditions, as indicated by the company (Roche Molecul

Eltctrophon(k Mobility Shtft Assay., The nuclear uxmls
obtained were wsed as d d previcusly. A doulde
olsgonuchotide with 21 base pdrs contaming 12 aucleatides of the

for the binding site of the NF.KB consensus
response elements {53-AGTTGA- “GGG-GAC-TTT-CCC-AGG-3; 5
Santa Crur Biotechnology) was hibeled with y"P-ATP (NEN, 6000
Ci/manod), The reaction was carried oot in the peesence of T4 kinase
( Boehri Mannh Germany), with incubation at 37 “C for 30

Biochenscals, Mannbein, Germany ). Each assay included o negative
control for each gene. The ACt vabaes were cakaudated in every sample
for each gene-of-interest as follows Ct targee = Ct reference (mRNA
of ref ined stable throughout the cxper ). Relative
charges in the expression level of one 9pwéc gene [AACH) were
calculazed as the ACE of the test &nur minus the ACt of the coatrol
group and then presented ag 27331

COX-2 Activity. RAW264.7 cells were plated and incubated at 37
°C vader a homidified atmosphene with §% CO, for 24 b, The cells
were previously incubated witls CA (50 and 100 pM) or BAY 11.7083
for 1 | before stimulation with LPS {1 gg/mL) for 3 h. Sobsequent]

min, and s stopped by heating at 65 °C for 15 min, followed by the
addition of 0 gL of Trisborate batfer EDTA (1x TBE, Sigma-
Aldrich). The sxmylc vemaiond frozen until wse. The samples were
run in 7.5% acrylamide gels under pond d Rinding
of the pr&lnled probe to the NF-K8 factor pmenl in the nocdear
extracts was carned out with 10 yrg of nudear extracts, 1 oy of poly
/GG, 1 pg of pd (N) 6, and 10 yig of bovine serum albunsin, The
incubation was od in HDKE buffer (20 mM HEPES, pH 79,
50 mM KCL 1 mM EDTA, and 5 mM DTT). The labeled probe was
u‘lded at the end 1o start the binding reaction. After 10 min at room
the reaction was stopped by adding a Facoll solution at

the cells were I\uvﬁd and washed twice with cold PBS and
d g to the facturer's ps { of the fuorimetri

lS‘E uq-rplcmcnlcd with l’benol Blue electrophocesls dyes. The

were d into a gel with 1% TBE at 100 V for

cox activity asay it (Abcam, Lambddgn UK, The total amoant of

2453

120 pin. The gel was dried and expased to a phospharas storage

LTI T B »yuu[m FACL Nt O Do)
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screen [ Molecubar Dynamics, San Prancisco, CA, USA), which was
read i a Storm 830 phasph ger (Malecular Dyn ). The
image was devekoped in a Typhoon 9400 { Molecular Dynamics/GE )
and analyzed with ImageQuant software {Molecular Dy s).
Statistical Analysis. Data are shown as mean = SEM. An
ANOVA and a post hoc Tukey—Kramer test were performed.
Statistscal analysts was camried ot with GraphPad Prism ver, 6
software. A value of p < 0.05 was accepted 25 statistically significant.
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ACTA DE DISERTACION PUBLICA

Casa a0t 3l lampo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA o
Matricula: 2143800955
ACCION ANTIINFLANATORIA DEL

CETATO DE CACALOL SOBRE LA

SERALIZACION DE NF-¥8
ADA POM LPS

BEAT RAMIRO
ACOMMA
T NO DE LA PAZ
ESCOLARES

Con basa en le Legislacion de la Universicad Autdnona
Netropolitans, en la Ciudad de México se presentarcn a las
11:00 hotes del dia 0 del nes de septiembre del afio 2021
POR VIA REMOTA ELECTRONICA, los suscritos nmiembros dal
Jurado designado por la Camisidn del Posarado:

DR, LUIS ENRIQUE GONMEZ QUIROZ
BN, SAMUBL ENOCH ESTRADA 8070
DR. ELI TERAN CABARMILLAZS

DS. ALEJANDRO EENTELLA DEHESA

Baso la Pres:cencia del prinero Yy <con cardcter 4«
etario el Gltimg, 50 reunieron a la preéasntacion de la
Disertacidn PObiica cuya denoninacion aparsces sl margen,
para la obtencién el gradoe de:

JOCTORA EN SIOLOGIA EXFERIMENTAL

DZ: BEATRII MOEM FANIRO

y da acuerdo con ¢l erticulo 78 fraccion 1V del Eeglaments
de Estudios Superiores de la Universidad Autdnoma
Metropolitans, lom miembros del jurado resolvieron:

Dt“D Yo vl s

Acto continuo, el presidente del Jjuradoe comunicd a la
interesada el resultado de la evaluacion ¥, eh casxo
aprobatorio, le fus tomads la protestas

PRESICENTE

DR. LUIS ENRICUE GOMEZ QUIRDZ

DR SAMUEL ENCCH ESTRADA SOT0

o Y4

DR, ALEJANDRD ZENTELLA DEFESA

eh X V‘rL‘/""c"": C .

DR ELITERAN CASANRLAS
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