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RESUMEN 

Introducción 

La inflamación es una respuesta biológica 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 estímulos 

externos (lesión traumática o infecciones) o internos (reacciones autoinmunes) que 

han lesionado su integridad. El proceso normalmente al control y resolución de la 

infección, a la recuperación tisular y  la curación. La inflamación parece estar 

diseñada para funcionar en microambientes tisulares de forma rápida y aislada. Las 

vías de señalización intracelular que activan a las células que participan en la 

reacción inflamatoria requieren de la activación del sistema del control 

transcripcional NF-ΚB. En ocasiones esta respuesta puede alterarse produciendo 

daño permanente y consecuencias patológicas 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 

inflamación se convierte en un proceso sistémico. La presentación de formas 

descontroladas de la inflamación han llevado a la búsqueda y desarrollo de 

compuestos capaces de interferir con el proceso inflamatorio  diferentes niveles. 

Existe un gran número de fármacos antiinflamatorios, esteroideos y no esteroideos, 

los cuales ejercen su acción farmacológica mediante el bloqueo de moléculas 

mediadoras de la iniciación y amplificación de la respuesta inflamatoria.  Sin 

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



 
 

 
 

no esteroidea de los fármacos antiinflamatorios, cuando se consumen por periodos 

largos  pueden generar efectos adversos, lo cual justifica la búsqueda 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 inflamación aguda. 

Así mismo se ha reportado que el compuesto es muy fácil de oxidar, pero, al 

acetilarlo en su grupo OH su estructura se vuelve es más 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 acción antiinflamatoria que 

podría presentar. 

 

Objetivo 

Determinar la acción del acetato de cacalol sobre la vía de señalización de NF-κB 

así como en la producción de mediadores inflamatorios. 

 

Materiales y métodos 

Se cultivaron macrófagos de la línea RAW 264.7 y células endoteliales HUVEC 

provenientes de cultivo primario. Los macrófagos de la línea RAW 264.7 y células 

endoteliales HUVEC fueron tratadas con concentraciones diferentes de CA (35, 50, 

70 y 100 µM) y posteriormente estimulados con LPS (5 µg/mL) para inducir una 

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



 
 

 
 

TNF-α, IL-6 e IL-1β midiendo su expresión relativa por medio de qPCR y la 

concentración por medio del método de ELISA. Posteriormente se midió la 

expresión por medio de qPCR, la abundancia proteica por inmunoensayos tipo 

Western Blot y la de actividad de COX-2. También se realizó un EMSA en cual se 

evaluaron las interacciones del factor de transcripción NF-κB con su secuencia 

consenso y por medio inmunoensayos tipo Western Blot se evaluó p65, IKB-α y el 

complejo IKK proteínas importantes rio arriba de la vía de señalización de NF-kB. 

En las células HUVEC se evaluó la expresión de ARNm por  medio de qPCR y la 

producción de proteínas de ICAM y VCAM por inmunoensayos tipo Western Blot. 

En el medio de cultivo se cuantifico la concentración de NO por la técnica de Griess 

y se midió a una absorbancia a 540 nm. En las células HUVEC  al igual que en los 

macrófagos RAW 264.7 también se evaluó por medio de inmunoensayos tipo 

Western Blot a p65, IKB-α y el complejo IKK, proteínas importantes rio arriba de la 

vía de señalización de NF-kB. Por último se realizó un ensayo de adhesión 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 macrófagos RAW 264.7 el CA inhibió la expresión 

y la producción de TNF-α, IL-6 e IL-1β. También disminuyó la translocación de NF-

κB al núcleo y con esto inhibió la señalización aguas arriba, disminuyendo los 

niveles de fosforilación de IKB-α y p65. CA. Además, disminuyó la actividad y la 

expresión del ARNm de COX-2. 



 
 

 
 

En el caso de las células HUVEC CA inhibió la expresión y la producción de ICAM 

y VCAM. Al igual que en los macrófagos en HUVEC CA también inhibió la 

señalización aguas arriba, disminuyendo los niveles de fosforilación de IKB-α y p65; 

así como una disminución en la producción de NO. En el caso del ensayo de 

adhesión también se observó una disminución en la adhesión de las células U-937 

a las células HUVEC. 

 

Conclusión 

El posible mecanismo del CA es afectar la fosforilación de IKB-α y con esto disminuir 

la fosforilación de IKB-α, lo que generó una disminución de la translocación de NF-

kB al núcleo induciendo una disminución en citocinas, moléculas de adhesión, NO, 

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

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

síntesis de la próxima generación de fármacos 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-ΚB 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-κB 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 µM) and 

subsequently stimulated with LPS (5 µg / mL) to induce an inflammatory response. 

RAW 264.7 macrophages were evaluated for the cytokines TNF-α, IL-6 and IL-1β 

measuring its relative expression using qPCR 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-κB with its consensus sequence were evaluated, and by means of Western Blot 

p65, IKB-α 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-α 

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-α, IL-6 and IL-1β. It also inhibited the activation of NF-κB and 

its upstream signaling, decreasing the levels of phosphorylation in IKB-α 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-α 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-α. The decrease 

of the phosphorylation of IKB-α 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. INTRODUCCIÓN ................................................................................................ 1 

1.1 Inflamación ..................................................................................................... 1 

1.1.1 Mediadores inflamatorios ......................................................................... 5 

1.2 Respuesta inflamatoria .................................................................................. 8 

1.2.1 Macrófagos y su activación ...................................................................... 9 

1.2.2 Endotelio y su activación ....................................................................... 10 

1.3 El LPS .......................................................................................................... 13 

1.3.1 El LPS como inductor de la vía de NF-κB .............................................. 15 

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

activadas (NF-κB) ........................................................................................... 16 

1.4 Enfermedades crónicas caracterizadas por  presentar procesos 

inflamatorios. ...................................................................................................... 20 

1.5 Modelos de evaluación de la actividad antiinflamatoria ............................... 23 

1.5.1 Modelo de edema en oreja inducido por TPA ........................................ 24 

1.5.2 Modelo de estimulación de macrófagos con LPS .................................. 25 

1.5 Tratamientos farmacológicos para la inflamación. ....................................... 26 

1.5.1 Medicina tradicional utilizada en la inflamación. .................................... 29 

2. ANTECEDENTES ............................................................................................. 31 

2.1 Complejo matarique ..................................................................................... 31 

2.1.1 Psacalium decompositum (A. Gray) H. Rob. & Brettell .......................... 31 

2.1.2 Pruebas biológicas y compuestos de Psacalium decompositum. .......... 34 

3. JUSTIFICACIÓN ............................................................................................... 38 

4. HIPÓTESIS ....................................................................................................... 40 

5. OBJETIVO GENERAL....................................................................................... 40 

6. OBJETIVOS PARTICULARES .......................................................................... 40 



 
 

 
 

7. MATERIAL Y MÉTODO .................................................................................... 41 

7.1 Material vegetal. ........................................................................................... 41 

7.2 Obtención de los extractos de la raíz de Psacalium decompositum. ........... 41 

7.2.1 Obtención de cacalol ............................................................................. 41 

7.2.2 Obtención del acetato de cacalol ........................................................... 42 

7.3 Modelo de evaluación anti-inflamatoria in vitro. ........................................... 43 

7.3.1 Cultivos celulares ................................................................................... 43 

7.3.2 Prueba de Cristal violeta. ....................................................................... 45 

7.3.3 Determinación de concentraciones de citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-6) .. 46 

7.3.4 Análisis de la transcripción génica en células RAW 264.7 y HUVEC .... 47 

7.3.5 Extracción de proteína ........................................................................... 49 

7.3.6 Ensayo de cambio de movilidad electroforético (EMSA) ....................... 50 

7.3.7 Inmunoensayos tipo Western Blot ......................................................... 51 

7.3.8 Actividad de COX-2 ............................................................................... 52 

7.3.9 Ensayo de Adhesión de células U-937 sobre HUVEC ........................... 52 

7.3.10 Ensayo de Griess para cuantificación de NO en HUVEC .................... 53 

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO ................................................................................. 54 

9. RESULTADOS .................................................................................................. 55 

9.1 Análisis fitoquímico ...................................................................................... 55 

9.1.1 Obtención del cacalol ............................................................................. 55 

9.1.2 Obtención del acetato de cacalol. .......................................................... 56 

9.2 Evaluación in vitro ........................................................................................ 56 

9.2.1 Prueba de Cristal Violeta ....................................................................... 56 

9.2.2 Secreción de TNF-α, IL-β e IL-6 ............................................................ 58 

9.2.3 Expresión relativa de TNF-α, IL1β e IL-6 ............................................... 60 

9.2.4 Actividad, expresión y producción de COX-2 ......................................... 61 



 
 

 
 

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

9.2.6 Efecto del CA en la vía de activación de NF-κB estimulada por LPS. ... 64 

9.2.7 Respuestas funcionales en células HUVEC  tratadas con CA / LPS ..... 72 

10. DISCUSIÓN .................................................................................................... 77 

11. CONCLUSIONES ............................................................................................ 88 

12. PERSPECTIVAS ............................................................................................. 89 

13. REFERENCIAS ............................................................................................... 90 

14. ANEXOS ....................................................................................................... 101 

 



 
 

 1 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Inflamación 

El sistema inmune es esencial para combatir las infecciones, que inicia con el 

desarrollo de fenómenos 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 difícil discernir entre los aspectos beneficiosos y 

perjudiciales (Kishore, Kumar, Shanker, & Verma, 2019; Kong & Xu, 2018). 

En términos generales la inflamación es una respuesta biológica 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 estímulos externos 

(lesión traumática o infecciones) o internos (reacciones autoinmunes) que han 

lesionado su integridad.  El proceso normalmente conduce al control y eliminación 

de la infección. Sin embargo, si la destrucción dirigida y la reparación asistida no se 

escalonan adecuadamente, la inflamación puede conducir a un daño tisular 

persistente ocasionado por la acción de  leucocitos, linfocitos o colágeno. Los cinco 

signos clásicos de la inflamación son: enrojecimiento, hinchazón, calor, dolor y la 

consiguiente pérdida de la función de los órganos. Estos signos son consecuencia 

de efectos inducidos por los mediadores proinflamatorios (prostaglandinas y 

citocinas) en el flujo sanguíneo local, la permeabilidad vascular, la infiltración de 

leucocitos y la liberación de agentes inductores de dolor (Berk et al., 2019; Cheng et 

al., 2017; Feehan & Gilroy, 2019). Su objetivo es promover la eliminación del agente 
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dañino y restaurar el funcionamiento normal del tejido u órgano afectado. 

Dependiendo de la naturaleza del agente infeccioso o de  la "causa irritante", 

distinguimos los siguientes tipos de inflamación: inflamación microbiana, 

autoinmune, alérgica, metabólica, asociada a procesos de cáncer y física. La 

inflamación microbiana, causada por bacterias, virus, hongos y protozoos, genera 

abscesos y granulomas, neumonía, infección por el virus de la inmunodeficiencia 

humana y otras enfermedades infecciosas. La inflamación autoinmune, causada por 

un ataque autoinmune aberrante por autoanticuerpos o células B y T autorreactivas, 

media la artritis reumatoide, diabetes tipo 1, esclerosis múltiple, enfermedad de 

Crohn, psoriasis, lupus eritematoso sistémico y otras enfermedades autoinmunes. 

La inflamación alérgica, causada por alérgenos, media en dermatitis atópica, rinitis 

alérgica, asma y otras enfermedades alérgicas. La inflamación metabólica, causada 

por la sobrealimentación y la acumulación excesiva de metabolitos (por ejemplo, 

ácido úrico o ésteres de colesterol) como resultado de una disfunción metabólica 

congénita o adquirida, media a la gota o la aterosclerosis, entre otras enfermedades 

metabólicas. En el caso de la inflamación física, esta es causada por traumatismos, 

quemaduras y radiación (Kotas & Medzhitov, 2015; Matsuzawa-Ishimoto, Hwang, & 

Cadwell, 2018; Sato & Yanagita, 2018). 

 

La inflamación localizada genera una respuesta de protección estrechamente 

controlada por el organismo en el lugar de la lesión. La pérdida de este control local 

o la aparición de una respuesta de hiperactivada condicionan una repuesta sistémica 

que se conoce como síndrome de respuesta inflamatoria sistémica o SIRS. Una vez 

iniciada la respuesta inflamatoria se ponen en marcha mecanismos compensadores 
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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 patológicas (Cho et al., 2013; Cho et al., 2014; 

Medzhitov, 2010) 

En términos generales los signos macroscópicos que suelen acompañar la 

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

(hinchazón o reacción inmediata o transitoria) y algesia (dolor), así como la pérdida 

de la función tisular en casos de inflamación crónica y se puede clasificar en dos 

grandes grupos dependiendo de su duración: 

 Inflamación aguda. Es aquella que se presenta en un lapso relativamente 

corto con una duración de minutos, horas o de pocos días. Su principal 

característica es el aumento del diámetro de los vasos sanguíneos mediada 

por la liberación de óxido nítrico (NO) (vasodilatación), una diminución en las 

adhesiones ocluyentes del endotelio vascular local, lo cual lleva a la 

exudación de fluidos (edema). Ésta es la razón del enrojecimiento y  del 

aumento de temperatura en la zona lesionada. El aumento en la 

permeabilidad vascular aumenta dando como resultado de una disminución 

de las uniones intercelulares, lo que se traduce en mayor permeabilidad de 

los vasos sanguíneos cercanos, permitiendo incluso el paso de proteínas 

plasmáticas. El edema resultante es responsable de la acumulación de líquido 

en el tejido. Le sigue la migración de leucocitos (principalmente neutrófilos) 

hacia el sitio de la lesión (extravasación). Esta quimiotaxis  está guiada por 

quimiocinas y citocinas liberadas por células residentes y es amplificada por 

las células endoteliales y los neutrófilos reclutados. La migración se inicia con 
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una serie de eventos como la producción de mediadores inflamatorios: 

citocinas proinflamatorias (interleucinas: IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12; factor de 

necrosis tumoral: TNF-α e INF-γ), mediadores lipídicos (prostaglandinas: PG, 

leucotrienos: LT, tromboxanos: TX y factor activador de plaquetas: PAF), 

aminas (histamina y serotonina), Óxido nítrico (NO), especies reactivas de 

oxígeno y proteasas plasmáticas (factor de complemento (C3) y cinasas, entre 

otros (Egbewande, Nilsson, White, Coster, & Davis, 2017; Jones, Robb, 

Perretti, & Rossi, 2016; Kotas & Medzhitov, 2015). 

 Inflamación crónica. Es una repuesta prolongada de la inflamación que resulta 

de un daño que no pudo ser reparado o la persistencia de un agente irritante. 

La inflamación también puede perpetuarse por la sobreproducción de 

mediadores inflamatorios (prostaglandinas, TNF-α, IL-6, NO). Se distingue de 

la inflamación aguda por la presencia de diferentes poblaciones celulares 

como los macrófagos con fenotipo TH1 o Th2. Tiene una duración de 

semanas o meses y presenta un flujo de linfocitos, macrófagos y crecimiento 

de fibroblastos. Se caracteriza por la destrucción de tejido y en algunos casos 

se produce lesión tisular por las altas concentraciones de enzimas hidrolíticas 

y especie reactivas de oxígeno y nitrógeno  (ROS, NOS),  que puede concluir 

en la pérdida de la función de la parte afectada. Un ejemplo de enfermedad 

que involucra inflamación crónica es la artritis reumatoide (Singh et al., 2019; 

Tursi & Elisei, 2019) 
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1.1.1 Mediadores inflamatorios  

Las células inmunitarias características 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 perpetúa mediante ciclos de retroalimentación y 

amplificación.  

Los mediadores inflamatorios pueden agruparse de diferentes formas, por ejemplo  

dependiendo de la función que desempeñan:  

 Aminas vasoactivas (histamina y serotonina). Se producen cuando hay 

desgranulación de plaquetas y mastocitos. Éstas tienen efectos complejos 

sobre la vasculatura, causando un aumento de la permeabilidad vascular y 

vasodilatación o vasoconstricción, dependiendo del estímulo (Medzhitov, 

2008, 2010) 

 Quimiocinas. Se producen por muchos tipos de células en respuesta a 

inductores de la inflamación. Controlan la extravasación de leucocitos y la 

quimiotaxis hacia los tejidos afectados (Kotas & Medzhitov, 2015). 

 Fragmentos del sistema de complemento (C3a, C4a y C5a) también 

conocidos como anafilotoxinas. Se producen por varias vías de activación del 

complemento. C5a (y en menor medida C3a y C4a)  promueven el 

reclutamiento de  granulocitos y monocitos e inducen  la desgranulación de 

los mastocitos, lo que afecta el sistema vascular (Medzhitov, 2008; Medzhitov 

& Horng, 2009). 
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 Enzimas proteolíticas  (elastina, catepsinas y metaloproteinasas de la matriz). 

Estas moléculas tienen diversas funciones en la inflamación, incluyendo la 

defensa del huésped, la remodelación tisular y la migración de leucocitos 

(Medzhitov, 2008). 

 Mediadores lipídicos (eicosanoides y factores activadores de plaquetas). Se  

derivan de fosfolípidos, tales como fosfatidilcolina, que están presentes en la 

cara interna de las membranas celulares. Después de la activación por iones 

de  Calcio (Ca2+)  intracelular, la fosfolipasa citosólica A2 (PLA2) genera ácido 

araquidónico (AA) y ácido lisofosfatídico, a partir de fosfatidilcolina.  El ácido 

araquidónico se metaboliza para formar eicosanoides, principalmente por la 

ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), y con ellos se promueve la producción de 

PG y TX; o por lipoxigenasa (LPO), que generan LT y lipoxinas  (LX). Las 

PGE2 y PGI2, causan vasodilatación, y PGE2 también genera hiperalgesia y 

es considerado un potente inductor de la fiebre. La segunda clase de 

mediadores lipídicos son los  factores activadores de plaquetas, los cuales 

son generados por la acetilación de ácido lisofosfatídico y activan  varios 

procesos que se producen durante la respuesta inflamatoria, incluyendo el 

reclutamiento de leucocitos, la vasodilatación y vasoconstricción, así como el 

aumento de la permeabilidad vascular y activación de plaquetas (Chovatiya & 

Medzhitov, 2014; Kotas & Medzhitov, 2015; Oliveira et al., 2014). 

 Citocinas inflamatorias (TNF-α, IL-1, IL-6, etc.). Las citocinas son productos 

proteicos que sirven como los mediadores más importantes en el inicio de la 

respuesta inflamatoria, especialmente TNFα y  IL-Iβ, ya que son considerados 
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determinantes fisiopatológicos de la sepsis y shock séptico. Se producen por 

muchos tipos de células, principalmente por  macrófagos y mastocitos. IL-1, 

IL-6 y el TNF-α son producidas por macrófagos activados  y tienen en común 

la capacidad para estimular a  hepatocitos para producir proteínas de fase 

aguda (APP), como son la proteína C reactiva, α-1-antitripsina, 

ceruloplasmina, haptoglobina, fibrinógeno, proteína amiloide sérica, etc. En el 

endotelio las citocinas favorecen la expresión de moléculas de adhesión para 

monocito y neutrófilos (integrinas, selectinas y adherinas), permitiendo su 

posterior migración tisular. Además la IL-1 y el TNF-α, activan las células 

endoteliales y suministran señales de co-estimulación y mitogénesis a los 

linfocitos B y T. La IL-6 estimula la secreción de inmunoglobulinas y la 

proliferación de los linfocitos B (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2018; Oliveira et 

al., 2014; Shapouri-Moghaddam et al., 2018). 

 Moléculas de adhesión. Existen cuatro familias principales de moléculas de 

adhesión. Las selectinas atraen a neutrófilos y plaquetas hacia el endotelio. 

Las integrinas hacen que los neutrófilos se aplanen y facilitan su exudación a 

través de la pared endotelial; son importantes para la transcripción y otras 

funciones celulares. Las cadherinas  favorecen las uniones celulares. 

Finalmente, las inmunoglobulinas actúan uniéndose a las células (Turner, 

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

Los genes que codifican todos estos mediadores están regulados por factores de 

transcripción proinflamatorios. La activación de estos factores de transcripción está 

controlada por supresores fisiológicos de la señalización de citocinas (SOCS) y otros 
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adaptadores intracelulares. Sin embargo, la capacidad de estas señales de “Freno o 

Apagamiento”  fisiológicos está limitada en el tiempo, lo que permite la movilización 

de factores de transcripción en forma activa al núcleo. Este transporte se lleva a cabo 

a través de importinas / carioferinas, estas proteínas son esenciales para el acceso 

al genoma de los factores de transcripción 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 

acumulación y activación de células inmunes y no inmunes en el sitio dañado, estos 

cambios se dan tanto por   estímulos internos como externos. Dentro de las células 

no inmunes que participan en este proceso están, los queratinocitos de la piel, las 

células epiteliales de las mucosas y las células endoteliales, las cuales  actúan como 

una "barrera" específica de órganos y son los centinelas de primera línea bajo 

estimulos exógenos y endógenos de inflamación. Las células inmunes como  los 

leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos, eosinófilos, basófilos) y los macrófagos, 

ubicados en posiciones estratégicas, alertan al sistema inmunológico de la presencia 

y ubicación de agentes irritantes que causan inflamación 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 

macrófagos y las células endoteliales son considerados un factor constante en el 

proceso, su participación es continua e independiente al origen de la respuesta 

inflamatoria. 
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1.2.1 Macrófagos y su activación  

Los macrófagos forman parte del sistema fagocítico mononuclear, derivan de un 

precursor que es el monocito y tiene como función principal  la fagocitosis. Los 

macrófagos dependiendo de los estímulos que se encuentren en su  microambiente 

pueden polarizarse en dos fenotipos en general: Macrófagos M1 (tipo 

proinflamatorio) los cuales son importante en la defensa contra patógenos, la 

fagocitosis, la secreción de citocinas proinflamatorias y moléculas microbicidas y 

macrófagos; Macrófagos M2 (tipo antiinflamatorio) que participan en la regulación de 

la fase de resolución de la inflamación y la reparación de los tejidos dañados (Moreira 

Lopes, Mosser, & Goncalves, 2020). 

A diferencia de otras células del sistema inmunológico, tales como los linfocitos B y 

T, los cuales en condiciones basales se encuentran en quiescencia o reposo y cuya 

activación siempre conlleva un proceso de expansión clonal caracterizado por una 

elevada tasa proliferativa, los macrófagos, se encuentran en constante  proliferación 

o bien bajo el proceso de activación de activación ejerciendo funciones específicas 

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

Estas células secretan una gran variedad de sustancias, que participan en múltiples 

procesos biológicos, entre los que se encuentran el crecimiento celular y la 

citotoxicidad. Dentro los compuestos secretados encontramos: enzimas (por 

ejemplo, lisozima), metabolitos del oxígeno y del nitrógeno e intermediarios del 

metabolismo lipídico (por ejemplo, prostaglandinas) citocinas como el TNF- , IL-1-

 e IL-6, promueven el reclutamiento de otras células inflamatorias, principalmente 

neutrófilos en los puntos de inflamación y son responsables de la mayor parte de los 
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efectos sistémicos de la inflamación (como por ejemplo, la fiebre). Finalmente, los 

macrófagos también producen factores de crecimiento para fibroblastos (FGF, TGF-

b) y para el endotelio vascular, de manera que se favorece el riego sanguíneo y la 

reparación de tejidos dañados. Debido a la gran abundancia de este tipo celular, a 

su distribución, a su motilidad y capacidad de respuesta, los macrófagos 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 cronológico, la respuesta de los macrófagos en el proceso inflamatorio se 

basa en primera instancia, en la activación de macrófagos para fagocitar y con esto 

eliminar a la fuente que  inicio el proceso inflamatorio. Se genera además una 

atracción de células inflamatorias a la zona afectada, fundamentalmente un mayor 

número de macrófagos o de algunas otras células fagocitarias, generando grandes 

cantidades de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno entre los que se 

encuentran el óxido nítrico (NO), peróxido de hidrógeno (H2O2), anión superóxido 

(O2-.), y peroxinitríto (ONOO-) con la finalidad de eliminar al agente que 

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

En ocasiones la inflamación es persistente, lo cual desencadena una  amplificación 

de la señal y con esto la activación del sistema de complemento, que conduce a la 

formación del complejo de ataque a la membrana (MAC), capaz de lisar a las células 

o microorganismos responsables de iniciar el proceso inflamatorio. 

1.2.2 Endotelio y su activación 

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

monocapa de células que recubre la superficie luminar de los vasos sanguíneos, 



 
 

 11 

este se encuentra entre la sangre y los tejidos. Las células endoteliales están 

funcionalmente relacionadas con las células del sistema inmune, por ejemplo 

durante las etapas finales del embarazo el endotelio del cordón umbilica se convierte 

en un centro de maduración 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 

sanguíneo, mantener la permeabilidad vascular y controlar los leucocitos circulantes 

también participan en este proceso regulando la extravasación de los leucocitos 

desde el torrente sanguíneo hacia las zonas de inflamación (Filep, 2013; Jantsch, 

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

El flujo sanguíneo es regulado por el balance de moléculas que controlan las células 

del músculo liso que rodean el vaso sanguíneo y por la producción de NO que es un 

potente vasorelajante. La permeabilidad vascular permite regular la salida de 

proteínas grandes de la sangre al tejido, como albúmina y anticuerpos, mediante 

modificaciones en uniones estrechas y adherentes entre células endoteliales. 

Finalmente, las células endoteliales en reposo no interactúan con los leucocitos 

circulantes, ya que las moléculas de adhesión que disponen, se encuentran 

secuestradas en vesículas 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 activación de tipo I, que 

es rápida y no depende de la activación de nuevos genes y la activación tipo II, que 

es lenta y depende de la activación de nuevos genes.  
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 La activación endotelial de tipo I ocurre en los primeros 10 a 20 min  y está 

mediada por la unión de ligandos a sus receptores que se encuentran 

acoplados a proteína G, lo cual desencadena la catálisis de fosfolipidos de 

membrana, que producen un aumento de calcio. 

 La activación endotelial de tipo II, se da después de  que  los receptores 

comienzan a perder su sensibilidad, limitando el proceso inflamatorio. Ocurre 

una activación endotelial persistente o activación tipo II donde actúan dos 

mediadores principales que provienen principalmente de leucocitos activados: 

el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) y la interleucina 1 (IL-1). La 

interacción de TNFα e IL-1 con sus ligandos, inducen la activación de factores 

de transcripción como el Factor nuclear κB (NF-κB) y la Proteína activadora 1 

(AP1), que conllevan a la transcripción de nuevos genes y a la traducción de 

nuevas proteínas. Por lo tanto la respuesta a la activación de tipo II es más 

tardía y se sostiene el aporte de moléculas que contribuyen al sostenimiento 

del proceso inflamatorio agudo.  

Una vez que la células endoteliales se activan la infiltración de las células 

inflamatorias sigue una secuencia temporal, donde participan por un lado las 

sustancias quimiotrópicas endógenas; como C5a, histamina y LT B; y por otro lado  

sustancias quimiotrópicas exógenas 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 expresión de 

la molécula de adhesión 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 lipopolisacárido (LPS), o citocinas como el TNF-

α (procedentes de macrófagos 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 así como los ligando de CD2, 

ICOS (Co-receptor de linfocitos T) 4-1BB, OX40, todos ellos involucrados en la 

formación y activación 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 activación y 

generación de linfocitos T de memoria.  

1.3 El LPS  

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 paradigmático de loa patrones moleculares de reconocimiento de patógenos 

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

Desde el punto de vista estructural, el LPS está formado por tres regiones distintas: 

una región central compuesta por polisacáridos repetitivos, una estructura de tipo 

antígeno-O, ambas hidrofílicas, y un dominio hidrofóbico formado por seis cadenas 

de ácidos grasos, también denominado lípido A, que representa el componente 

biológicamente activo del LPS. Debido a su estructura, el LPS actúa como una 

molécula anfipática 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 macrófagos, la activación de TLR4 por LPS induce la síntesis de citocinas, 

tales como TNF- , IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN- , TGF-, metabolitos del 

ácido araquidónico (prostaglandinas y leucotrienos) y otros lípidos bioactivos (factor 

activador de plaquetas, etc), péptidos quimiotácticos y especies reactivas del 

oxígeno y del nitrógeno. La mayor parte de estos productos inducidos por el LPS 

actúan de forma autocrina sobre los propios macrófagos y algunos de ellos, como 

por ejemplo, los metabolitos del ácido araquidónico o el IFN- , controlan la 

expresión de genes tardíos en el contexto de la respuesta al LPS. Sin embargo, no 

todos estos productos ejercen un efecto positivo sobre la respuesta de los 

macrófagos. Por ejemplo, la IL-10 forma parte de un mecanismo autoinhibidor que 

controla la producción de otras citocinas como el TNF-  (Bak, Truong, Kang, Jun, & 

Jeong, 2013; Choodej, Pudhom, & Mitsunaga, 2018; Tsukamoto et al., 2010; Tursi & 

Elisei, 2019). 

Las células endoteliales, al igual que la mayoría de los epitelios, expresan receptores 

TLR4, que al activarse, inducen la expresión de selectina E la cual se une a algunas 

glicoproteínas de los  neutrófilos 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 adhesión denominadas moléculas de 

adhesión 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 interacción 
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entre ICAM-1 y sus ligandos presentes en las membranas de los neutrófilos es débil, 

pero bajo circunstancias inflamatorias, los leucocitos en fase de "rolling" que ya han 

sido afectados por las sustancias quimiotrópicas (C5a, histamina, leucotrieno B) 

liberadas en el foco inflamatorio, hacen que se produzca un cambio en la 

configuración de CD11a/CD18 y de CD11b/CD18 teniendo como consecuencia que 

su interacción con ICAM-1 sea  lo suficientemente fuerte para detenerlos y 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 sanguíneo (principalmente de los capilares), 

completando un proceso clásicamente conocido como diapédesis. Una vez fuera del 

vaso, los leucocitos se mueven a favor del gradiente de concentración de los 

mediadores quimiotácticos, dirigiéndose hacia el foco inflamatorio (Kratofil, Kubes, & 

Deniset, 2016; Lawrence & Fong, 2010).  

1.3.1 El LPS como inductor de la vía de NF-κB 

Los macrófagos  y las células endoteliales juegan un papel modulador crucial en la 

iniciación y perpetuación de la respuesta inflamatoria, ya que contienen una variedad 

de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que como se mencionó antes, 

reconocen moléculas con patrones moleculares genéricos expresados en la 

superficie de organismos extraños con la finalidad de eliminarlos. Un ejemplo de 

estos receptores son los receptores tipo Toll (TLR), los cuales pueden ser activados 

por diferentes estímulos, entre los que  destaca el LPS (Ip & Medzhitov, 2015).   
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El LPS se une a la proteína de unión al LPS (LBP), la cual cataliza el paso de los 

agregados de LPS y los transfiere al receptor CD14 que tiene como función principal 

transferir el LPS al complejo encargado de su reconocimiento (TLR4/MD-2). La MD-

2 se asocia con el receptor TLR4. La unión del LPS a la porción externa del receptor 

TLR4 induce al dominio TIR (dominio citoplasmático con homología al dominio 

citoplasmático de IL1-R) al unirse y activa a MyD88 (gen de diferenciación 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 activación de kinasas 

activando IKK, el cual  fosforila a IκB que en condiciones basales, secuestra a el 

factor de transcripción NF-κB, inactivándolo. Una vez en el núcleo activa la 

transcripción de genes que están implicados en la respuesta inflamatoria inducida 

por LPS (TNF-α, IL1 β, IL6, COX-2, V-CAM e I-CAM). Por lo tanto, la activación del 

NF-B es un proceso fundamental en el desarrollo de la inflamación (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-κB) 

NF-κB es un factor de transcripción nuclear que está particularmente preparado para 

la defensa en aquellas condiciones que atenten contra la homeostasis de un sistema 

biológico, como son las infecciones virales y bacterianas o por algún tipo de estrés 

físico (Lawrence & Fong, 2010). En el tejido crónicamente inflamado, en el que los 

estímulos patogénicos externos parecen estar ausentes, TNF-α e IL-1 actúan como 

inductores endógenos primarios de NF-κB. Cuando las células son expuestas tanto 
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a estímulos externos, como es el caso del LPS, o estímulos internos como TNF-α e 

IL-1, una cascada de eventos conduce a la fosforilación y subsecuente degradación 

de sus inhibidores, por lo que NF-κB es liberado para entrar en el núcleo y activar la 

expresión de genes. Estos complejos citoplasmáticos que son capaces de efectuar 

una translocación nuclear son conocidos como la familia de transcripción NF-κB/Rel. 

Esta incluye a NF-κB1 (p50/p105), NF-κB2 (p52/p100), p65 (RelA), RelB, y c-Rel. 

Muchos miembros de esta familia (con excepción de RelB) pueden 

homodimerizarse, así como formar heterodímeros entre ellos. La forma activada de 

NF-κB que más prevalece es un heterodímero que consiste en la subunidad p50  y 

p65, la cual contiene dominios de transactivación necesarios para la inducción de 

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

La expresión de proteínas de NF-κB puede proveer especificidad por sitios y eventos 

en respuesta a estímulos particulares. Las proteínas p50 y p65 desempeñan un 

papel fundamental en la producción constitutiva de IL-6 en los fibroblastos sinoviales 

de la artritis reumatoide, mientras la activación de p65 por trombina regula la 

expresión de ICAM-1 en células endoteliales. Los heterodímeros p50 y p65 están 

íntimamente involucrados en la activación de genes proinflamatorios por IL-1 o TNF-

α en monocitos humanos, y estos efectos son bloqueados por la citocina anti-

inflamatoria IL-10 (Kotas & Medzhitov, 2015). Estas diferencias, junto a múltiples 

variaciones en los sitios de enlace semejantes a NF-κB que interactúan con ciertos 

hetero y homodímeros NF-κBs, permiten a las células responder al ambiente externo 

en el tiempo apropiado y con los genes correctos.   
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Figura 1.Vía de señalización de NF-ΚB activada por LPS en macrófagos y en células 

endoteliales. 

 

NF-κB existe en el citoplasma en una forma inactiva asociada a proteínas 

reguladoras llamadas inhibidores de κB (IκB), de los cuales los más importantes 

pueden ser IκBα, IκBβ, e IκBε que contienen múltiples repeticiones de ankirina las 

cuales interactúan con los dominios de localización nuclear de las proteínas de la 

familia Rel (Rel Homolog Domain; RHD) previo a su  translocación.  Los IκBs mejor 

estudiados son el α y el β, ambos se fosforilan en respuesta a diferentes estímulos 

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 rápida y completa 
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degradación 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 proteína. La fosforilación de IκB, es un paso importante en la 

activación de NF-κB, el cual está mediado por un complejo de proteínas cinasas 

llamado IKK. El complejo IKK contiene al menos tres subunidades, que incluyen las 

cinasas IKKα e IKKβ (también llamadas IKK-1 e IKK-2, respectivamente), y la 

subunidad reguladora IKK-γ (NEMO). La activación de IKK inicia con la fosforilación 

de IκBα en NH2- terminales específicos de residuos de serina. IκBα fosforilado es 

ubiquitinizado,  convirtiéndose en un blanco para la degradación por el proteosoma 

26S, liberando el dímero NF-κB del complejo NF-κB–IκB citoplasmático y las 

proteínas NF-κBs se translocan al núcleo, donde se unen a elementos específicos 

en las regiones promotoras de los genes diana para activar así la expresión génica. 

Posteriormente IKK también fosforila IκBβ e IκBε para su degradación (Jain, Dhingra, 

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

La activación de NF-κB incrementa la expresión de moléculas de adhesión, E 

selectina, VCAM-1, e ICAM-1, mientras la inhibición de NF-κB reduce la adhesión y 

transmigración de leucocitos. Sin embargo, este factor de transcripción participa en 

otros procesos biológicos como en la inducción o inhibición de la apoptosis 

(Chovatiya & Medzhitov, 2014). 

NF-κB es altamente activado en sitios de inflamación en diversas enfermedades y 

puede inducir la transcripción de citocinas proinflamatorias, tales como TNF-α, IL-1β, 

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-κB es sobre-expresado en 
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la membrana sinovial inflamada y su actividad puede aumentar el reclutamiento de 

células inflamatorias y la producción de mediadores proinflamatorios tales como IL-

1, IL-6, IL-8, y TNF-α (Feehan & Gilroy, 2019; Lawrence & Fong, 2010; Shapouri-

Moghaddam et al., 2018). 

1.4 Enfermedades crónicas caracterizadas por  presentar procesos 

inflamatorios. 

Las enfermedades crónicas 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 crónicas. Tal es el caso de 

los factores de transcripción NF-κB y STAT3, sus productos de transcripción como 

las citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8) y enzimas como COX-2, MMP-

9, moléculas de adhesión celular (CAM), factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF), etc (Feehan & Gilroy, 2019; Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Singh et al., 

2019). 

El cáncer es una de las principales enfermedades influenciadas por la inflamación 

crónica, ya que se sabe que, la respuesta inflamatoria ayuda positivamente en el 

desarrollo del tumor, actuando como un proceso de promoción y aumentando así el 

riesgo de malignidad. Aproximadamente el 15% de los casos de cáncer están 

asociados a una infección persistente y una inflamación crónica. Se ha establecido 

que el sistema NF-κB se encuentra activo constitutivamente en varios tipos de 

cánceres, como cáncer de mama, colon, hígado, pulmón, páncreas, etc. Se ha 

observado que en respuesta a carcinógenos como el tabaco, el alcohol y la 

exposición a la radiación y otros se encuentra una activación permanente de esta 
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vía. NF-κB activa posteriormente cientos de productos génicos proinflamatorios, 

incluidos TNF-α, IL-1, IL-6, quimiocinas, MMP-9, 5-LOX, VEGF y COX-2. La 

activación de NF-κB también conduce a radiorresistencia y quimiorresistencia. Estas 

observaciones sugieren que NF-κB juega un papel importante en la inflamación y el 

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

Otra enfermedad crónica inducida por inflamación es la artritis reumatoide (AR), que 

es una enfermedad autoinmune caracterizada por la producción de la citocina 

proinflamatoria IL-17.  Los estudios sugirieron que las citocinas proinflamatorias 

como IL-1β, IL-6 y TNF-α también desempeñan funciones patológicas 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 

crónica prevalente, la inflamación tiene un papel esencial en la patogénesis de la 

enfermedad. La evidencia acumulada ha demostrado que el depósito de beta 

amiloide extracelular  en la EA conduce a una regulación positiva de los mediadores 

proinflamatorios IL-1β, IL-6 y TNF-α, por parte de las células inmunitarias activadas, 

que promueven vías inflamatorias adicionales a través de la instigación de COX -2 y 

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

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) 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-α, IL-1β, IL-6, 

IL-17 e IL-21), los eicosanoides y los metabolitos reactivos del oxígeno, desempeñan 

un papel vital en la causa de la enfermedad inflamatoria crónica en la EII Además, la 
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activación de la vía de señalización STAT3 se asocia con colitis y cáncer colorrecta 

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

El asma alérgica es una enfermedad inflamatoria de las vías respiratorias causada 

por la exposición a alérgenos que provocan broncoconstricción. El asma se 

caracteriza por un desequilibrio entre Th1 y Th2 y una producción excesiva de 

especies reactivas de oxígeno. 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 atenuación de la vía 

inflamatoria de tipo 2 provocó una reducción clínicamente sustancial de las 

exacerbaciones del asma. Por tanto, ah es evidente que la inflamación de tipo 2 es 

un mecanismo imperativo de susceptibilidad a la exacerbación del asma(Siczek et 

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

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabólica crónica que afecta a más 

de 170 millones de personas en todo el mundo. La DM tipo 1 es inducida por la 

inflamación crónica de los islotes pancreáticos, mientras que la DM tipo 2 se asocia 

con resistencia a la insulina, lo que resulta en una producción elevada de marcadores 

inflamatorios como la proteína C reactiva (PCR), IL-6 y TNF-α. 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 ácido araquidónico como la prostaglandina E 2 (PGE 2) y el leucotrieno 

B4 (LTB4) son los mediadores proinflamatorios potenciales en la aterosclerosis y 

están regulados por NF-κB (Tornatore, Thotakura, Bennett, Moretti, & Franzoso, 

2012; Tursi & Elisei, 2019). 
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En conjunto, es evidente que la desregulación de las vías inflamatorias es el 

mecanismo subyacente de diversas enfermedades crónicas. Es por eso que, se han 

desarrollado muchos fármacos que se dirigen a las vías inflamatorias para el 

tratamiento de estas enfermedades. Sin embargo, la mayoría de estos 

medicamentos desarrollados hasta ah son muy costosos y no están exentos de 

efectos secundarios adversos. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de 

desarrollar medicamentos seguros, asequibles y eficaces para la prevención y el 

tratamiento de estas enfermedades crónicas. 

1.5 Modelos de evaluación 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 mayoría de los modelos in vivo se utilizan sustancias irritantes 

como el TPA (13-cetato de1-12-O-tetradecanoilforbol), carragenina y aceite de 

crotón, los cuales inducen un efecto inflamatorio local y favorecen el incremento de 

la enzima mieloperoxidasa (MPO) teniendo como resultado la generación de un 

edema. En estos modelos la inhibición del edema es el parámetro que indica el efecto 

antinflamatorio de la sustancia que se evalúa (Khan et al., 2012; Rakariyatham et al., 

2019). En los modelo in vitro se utilizan células fagocíticas, principalmente 

macrófagos, ya que estos responden a una variedad de estímulos 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 estimulación 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 evaluación antiinflamatoria varían en la intensidad de la reacción, 

se pueden generar modelos de inflamación aguda, subcrónica ó crónica. 

Dentro de los modelos de inflamación aguda encontramos el modelo de edema 

auricular en ratón inducido por el TPA, posee propiedades irritantes, produciendo 

una inflación prolongada, intensa  y bifásica en la epidermis (F. Siddiqui et al., 2016; 

Theoduloz et al., 2015). 

 La primera fase está caracterizada por el edema de la dermis y el aumento de los 

niveles de TNF-α. Debido a su estereoquímica como análogo conformacional del 

diacilglicerol, el TPA desencadena varios eventos vinculados con la activación de la 

proteína cinasa C (PKC) dependiente de calcio, lo cual lleva a la activación de la 

PLA2  y a la liberación de ácido araquidónico el cual es el precursor de las PG. 

Además activa factores de transcripción como NF-κB y AP1, que llevan a cabo la 

expresión de citocinas proinflamatorias (R. Garg, Ramchandani, & Maru, 2008; 

Passos et al., 2013). 

En la segunda fase se observa una inducción de la enzima COX-2. Se ha reportado 

que el TPA induce una respuesta inflamatoria de larga duración en comparación con 

el ácido araquidónico, asociada con la acumulación de macrófagos y de células  

PMN (basófilos, neutrófilos, eosinófilos), así como la producción de eicosanoides 

tales como el receptor de LTB4 y la PGE2 bloqueada por AINEs e inhibidores de la 

5-LO, con un aumento en la permeabilidad vascular e infiltración de neutrófilos. Así 

mismo se observa un aumento de la actividad de la mieloperoxidasa en los sitios de 
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aplicación e inducción 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: vasodilatación, y eritema, extravasación y edema. A nivel histológico, 

se produce: agregación plaquetaria, agregación y adherencia de compuestos PMN, 

migración a la dermis y desgranulación de mastocitos. A nivel bioquímico, en min  y 

hasta varias h después, se elevan el adenosín monofosfato cíclico (AMPc) y las PGs 

E1, E2 y F2 (Huang et al., 2011; Park, Jin, Choi, Byun, & Jeong, 2011). 

1.5.2 Modelo de estimulación de macrófagos con LPS 

Dado que las células fagocíticas, tales como los leucocitos polimorfonucleares 

(PMN) y principalmente los macrófagos, responden a una variedad de estímulos de 

membrana son considerados importantes moduladores de la iniciación y 

perpetuación de la respuesta inflamatoria. Además, por su capacidad para sintetizar 

mediadores biológicos, como citocinas prostaglandinas y ROS, son muy utilizados 

como modelos de inflamación in vitro. 

Éstas células son estimuladas con LPS, un fosfoglicolípido que se encuentra inmerso 

a la membrana bacteriana (lípido A) unido covalentemente a un heteropolisacárido 

hidrofílico (esta región es la que confiere actividad biológica a la molécula). Este a 

su vez comprende dos regiones: la cadena O-específica también llamada antígeno 

O, formada por unidades repetitivas de oligosacárido; y el core, que a su vez se 

subdivide en core externo (formado por hexosas), mediante el cual se une al 

antígeno O; y el core interno (formado por heptosas) (Brandenburg K, 2016). El lípido 
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A se une a esta porción mediante un residuo llamado KDO (ácido 2-keto-3-

deoxioctanoico) (Tsukamoto et al., 2010).  

Una vez que el LPS se une a sus receptores se inicia la cascada de señalización 

que tiene como finalidad la translocación nuclear del factor de transcripción NF-κB y 

con estos llevar acabo la  transcripción de genes que están implicados en la 

respuesta inflamatoria como TNF-α, IL1 β, IL6, COX-2, ROS, moléculas de adhesión 

(Ip & Medzhitov, 2015; Medzhitov & Horng, 2009; Palsson-McDermott & O'Neill, 

2004; Tsukamoto et al., 2010). 

1.5 Tratamientos farmacológicos para la inflamación. 

Las enfermedades inflamatorias se tratan con medicamentos antiinflamatorios 

convencionales, los cuales tienen su acción farmacológica principalmente 

bloqueando la acción de moléculas mediadoras de la iniciación y amplificación de la 

respuesta inflamatoria. En la actualidad existen un gran número de fármacos 

empleados para tratar los procesos inflamatorios agudos y crónicos. Estos se 

clasifican en antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos (AINES) (Cheekavolu & 

Muniappan, 2016). Los antiinflamatorios más importantes son los glucocorticoides 

(cortisol, cortisona, prednisolona y dexametasona). Actúan a través de receptores 

específicos citoplasmáticos, los cuales son activados formando un complejo cortisol-

receptor glucocorticoide el cual interacciona con el factor de transcripción nuclear 

NF-κB, y migran al núcleo induciendo cambios en la transcripción 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 inhibición de la expresión de moléculas de adhesión y de citocinas 

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

Los AINEs constituyen un grupo de sustancias químicamente heterogéneo que  

favorecen el aumento de permeabilidad vascular y la quimiotaxis de los neutrófilos 

en la reacción inflamatoria. Entre ellos encontramos al ácido acetilsalicílico, el 

ibuprofeno, la indometacina, el peroixicam, el rofecoxib y el colecoxib, entre otros 

involucrados en el control terapéutico de la inflamación, con propiedades analgésicas 

y antipiréticas. Los AINEs son un grupo amplio de fármacos que tienen como 

característica principal inducir, analgesia, antipiresis y desinflamación, sin embargo 

el potencial terapéutico para cada una de estas propiedades no es el mismo entre 

ellos. Así, podremos encontrar un AINE con mayor efecto analgésico que otro, pero 

con mayor efecto antipirético. Uno de los fármacos más 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). El mecanismo principal de estos medicamentos es la inhibición de las 

enzimas COX-1 y COX-2, que inducen la síntesis de PG y TX, esto lo hacen 

compitiendo con el AA por el sitio activo. Cada AINE presenta un modo de inhibición, 

que se puede incluir dentro de tres modos de inhibición generales: (a) unión rápida 

y de forma reversible (ej. ibuprofeno, ácido mefenámico, ácido flufenámico, 

piroxicam, naproxeno); (b) unión reversible y rápida con baja afinidad seguida de 

unión, dependiente de tiempo, reversible y lenta (pseudoirreversible), produciendo 

un cambio conformacional en la proteína (ej. flurbiprofeno, indometacina, 
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diclofenaco, ácido meclofenámico) y (c) unión rápida y reversible seguida de 

modificación covalente (ej. unión de la aspirina por acetilación del residuo Ser530 

(Andreas et al., 2009; Woodward et al., 2016; Wyns, Plessers, De Backer, Meyer, & 

Croubels, 2015) 

Existen AINEs selectivos para la COX-2 y algunos estudios muestras que COX-2, es 

la causante de los efectos proinflamatorios, debido a la expresión de esta en células 

que participan en la respuesta inflamatoria, como macrófagos y monocitos. Por otro 

lado, se ha visto que la inhibición de la COX-1 produce lesión del conducto 

gastrointestinal, hemorragias en el estómago, disfunción plaquetaria y carece de 

efectos antiinflamatorios importantes. Los AINEs selectivos de COX-2 normalmente 

presentan en su estructura un grupo sulfonamida, metilsulfóxido o tioéter, que en la 

mayoría de los casos interaccionan con el residuo  Arg 513 o Arg120 que se 

encuentran en el  sitio hidrofóbico de COX-2, produciendo un cambio conformacional 

que tienen como resultado la inhibición de la enzima (Liu, Moon, Jenkins, Sims, & 

Gross, 2016; Simpson et al., 2015; Thompson et al., 2016). 

La mayoría de los antinflamatorios causan efectos adversos asociados aun consumo 

por largos periodos. En el caso de los AINEs la mayoría de los efectos adversos se 

deben a que no son selectivos de COX-2, los más comunes son: náuseas, dolor 

abdominal, pirosis, dispepsia, mareos, cefalea y somnolencia (Lon, Liu, & Jusko, 

2012). Los efectos adversos de los antinflamatorios esteroideos son más severos en 

comparación con los AINEs, entre ellos encontramos efectos sobre la piel (deterioro 

de piel ó acné), aumento de peso, un mayor riesgo de infecciones (debido a la 

disminución de la inmunidad), trastornos de la visión (cataratas; después de 

tratamientos largos y tomados durante varios meses o años), problemas digestivos 
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(incluyendo úlceras), aparición o aumento de la hipertensión, descompensación 

psiquiátrica (hiperexcitación y depresión), entre otros. (Bahl et al., 2014; Huang et 

al., 2011). Debido a que el uso crónico de AINES trae como consecuencia efectos 

indeseables, la población que padece de enfermedades inflamatorias crónicas 

recurre a la medicina tradicional como alternativa para controlar la inflamación. Por 

esta razón las plantas medicinales presentan una fuente importante para la 

búsqueda de nuevos fármacos los cuales puedan ser selectivos y con ello aminorar 

la aparición de efectos adversos. 

1.5.1 Medicina tradicional utilizada en la inflamación. 

Según la organización Mundial de la Salud (OMS), la medicina tradicional es la suma 

de conocimientos, técnicas y prácticas, basadas en teorías, creencias y experiencias 

propias de diferentes culturas, que se utilizan para mantener la salud prevenir, 

diagnosticar, mejorar o tratar trastornos físicos 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 países en desarrollo, y aunque no existen datos precisos 

para evaluar la extensión del uso global de las plantas medicinales, la OMS ha 

estimado que cerca del 65-80% de la población mundial recurre principalmente a la 

medicina tradicional para la atención primaria de su salud, siendo la herbolaria una 

de las prácticas más recurrida (Nonnenmacher & Hiller, 2018; Staniek et al., 2013; 

Tursi & Elisei, 2019). 
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Actualmente se conocen un gran número de especies con actividad terapéutica. En 

México y otros países, éstas forman parte integral de la rica tradición de la cultura 

popular, también es importante mencionar que varios de los compuestos aislados de 

las plantas han servido como base para fabricación de diversos fármacos que ya se 

ya se encuentran en el mercado. La gran diversidad botánica de Mesoamérica se 

refleja en que, sólo en México, existen cerca de 21600 especies de plantas 

vasculares, de las cuales más de 3350 son consideradas como plantas medicinales. 

Sin embargo, a pesar de su riqueza y variedad, sólo un pequeño porcentaje de las 

plantas medicinales mexicanas han sido investigadas desde el punto de vista 

fitoquímico y farmacológico (Alves-Silva, Monica, Carla, Ligia, & Henrique, 2016; 

Arulselvan et al., 2016). Además, la caracterización 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 tóxicos o generar efectos 

adversos. En este sentido, los estudios de productos naturales con actividad 

antiinflamatoria están dirigidos a la búsqueda de nuevos agentes que no presenten 

los efectos adversos mencionados anteriormente y a la producción de derivados 

sintéticos con actividad mejorada (Balunas & Kinghorn, 2005; Gautam, Jachak, & 

Saklani, 2011). 

 

 

 

 



 
 

 31 

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 común, características morfológicas y/o aromáticas, así como el uso 

terapéutico en la medicina tradicional (Linares & Bye, 1987). El complejo permite 

explorara las bases etnobotánicas para entender cómo 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. Éstas 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 riñón. A pesar de que las  

especies que conforman ese complejo se utilizan para los mismos padecimientos, 

Psacalium decompositum es considerada una de las más importantes, ya que 

además de utilizarse en su ámbito natural, también  se comercializa en mercados y 

es considerada como la especie más 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 México, 

comúnmente conocida como “matarique”, llega a medir entre 30 cm a 1.6 m de altura, 
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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 decocción de raíces y rizoma para el 

tratamiento de trastornos reumáticos, dolores, cólicos hepáticos y renales, 

neuralgias, úlceras y resfriados. Además, las raíces machacadas se utilizan en 

mordeduras de víbora y la infusión de las raíces como antiséptico en heridas (Anaya, 

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

Su clasificación taxonómica es: 

 Reino: Plantae 

 División: Magnoliophyta 

 Subclase: Asteridae 

 Orden: Asteterales 

 Familia: Asteraceae 

 Género: Psacalium 

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

 Nombre común: Matarique 

 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) Raíces de Psacalium decompositum (Alexander, 

2006) 

 

Estudios fitoquímicos de las raíces y el rizoma de P. decompositum permitieron la 

identificación de sesquiterpenoides como cacalol, cacalona, epicacalona, maturina, 

maturona, 3-hidroxicacalolida, epi-3-hidroxicacalolida (Figura 3). Por medio estos 

estudios también se observó  que uno de los compuestos mayoritarios presentes en 

el extracto hexánico es el cacalol (Correa 1966). 

 

Figura 3. Sesquiterpenos mayoritarios aislados de las raíces de P. decompositum. 
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2.1.2 Pruebas biológicas y compuestos de Psacalium decompositum. 

Con respecto a los estudios dirigidos  para determinar los constituyentes químicos 

de las raíces  de Psacalium decompositum se han utilizado extractos de diferente 

polaridad, desde los más polares como el extracto acuoso  hasta los menos polares 

como es el extracto con éter de petróleo. Del extracto hexánico se han aislado y 

caracterizado más de diez compuestos, siendo el cacalol, la cacalona, la maturina, 

la maturinona y la maturona los sesquiterpenos más abundantes (Alarcon-Aguilar, 

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

Las primeras pruebas biológicas de Psacalium decompositum fueron para 

determinar si tenía actividad fungicida y antimicrobiana. Para observar su actividad 

fúngica se utilizó el extracto acuoso de las raíces, el cual presentó actividad contra 

hongos fitopatógénos, principalmente contra Alternaria, Pythium, Fusarium y 

Helminthosporium, siendo un herbicida y fungicida selectivo natural (Anaya et al., 

1996). 

Para observar su actividad  antimicrobiana se utilizaron extractos metanólico, 

hexánico y de acetato de etilo de las raíz utilizando el método de antibiograma, en 

donde se observó  que los extractos tiene efectos sobre bacterias como: Candida 

albicans, Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus y Streptococcus 

pyogenes (Jiménez-Estada, 1992).  

En 2009 se determinó 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 diazóxido (Campos, Oropeza, Torres-Sosa, 

Jimenez-Estrada, & Reyes-Chilpa, 2009). Entre otros estudios se demostró que el 
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cacalol inhibe la desgranulación de los mastocitos activada por FcεRI in vitro, esto a 

través de la interferencia de la movilización de calcio intracelular (Castillo-Arellano et 

al., 2018). 

En los últimos años los estudios de Psacalium decompositum han estado dirigidos a 

su efecto hipoglucemiante. Las propiedades hipoglucemiantes han sido ampliamente 

estudiadas utilizando extractos acusosos de la raíces de Psacalium decompositum 

en  ratones de la cepa C57BL-6J también ratones CD-1 normoglucémicos y con 

diabetes experimental, así 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). Además de extractos acuosos liofilizados se han obtenido 

fracciones de ricas en polisacáridos tipo fructano (siete unidades de fructosa y una 

de glucosa) conocidas como fracciones ricas en fructooligosacáridos (FOS) (Figura 

4) las cuales redujeron significativamente la glucosa en sangre en ayunas en ratones 

con diabéticos, lo que sugiere que esta fracción es la responsable de los efectos 

hipoglucémicos observados (Jimenez-Estrada et al., 2011). Recientemente, se 

demostró que el tratamiento esta fracción también reduce significativamente los 

niveles de colesterol, triglicéridos, así como una disminución del peso corporal, 

también disminuyó los niveles de IL-6, IFN-γ, MCP-1, IL-1β y VEGF en un modelo 

de síndrome metabólico en rata (Merino-Aguilar et al., 2014). 

Mientras que las propiedades antimicrobianas, fungicidas e  hipoglucemiantes de las 

raíces de Psacalium decompositum han sido ampliamente estudiadas, no ha sido 

así para su propiedad antiinflamatoria, la cual no ha sido investigada con 
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profundidad. Existe un reporte in vivo donde el extracto  hexánico de Psacalium 

decompositum así como el cacalol y la cacalona fueron probados en dos modelos 

de inflamación en rata (edema subplantar inducida por carragenina y edema 

auricular inducido por TPA) observándose una clara inhibición del edema en ambos 

modelos (Jimenez-Estrada et al., 2006). Sin embargo, aún no se describe el 

mecanismo farmacológico por el cual Psacalium decompositum ejerce efecto 

antiinflamatorio.  

 

 

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

decompositum. 
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Tabla 1. Antecedentes de P. decompositum. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Las enfermedades caracterizadas por un proceso inflamatorio conllevan un gran 

impacto social, económico y en la calidad de vida de quienes las padecen. Las 

enfermedades que pasan por  procesos inflamatorios agudos o crónicos se agravan 

cada vez más por el uso excesivo de opiáceos para el dolor inflamatorio, la 

discapacidad duradera y el deterioro cognitivo de sus víctimas. Es por eso que 

reducir el alcance y la duración de la inflamación causada por factores microbianos, 

autoinmunes, constitutivos, alérgicos, metabólicos y físicos afectará de manera 

beneficiosa la calidad de vida, la economía y la longevidad de la población mundial. 

Desafortunadamente los agentes antiinflamatorios de uso clínico para el tratamiento 

de la inflamación pueden presentar diferentes efectos adversos como nauseas, 

vómitos, lesiones del tubo digestivo hasta inmunosupresión. La búsqueda de nuevos 

antinflamatorios con mecanismos acción distintos permitía desarrollar nuevos 

compuestos con diferentes efectos adversos (Filep, 2013). Esto representa un 

motivo muy importante para la búsqueda de nuevos compuestos antiinflamatorios. 

En este sentido, las plantas medicinales son una fuente potencial para el 

descubrimiento de dichos compuestos y su estudio permitirá validar con métodos 

científicos 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 

más abundante y extendida de compuestos que se han asociado con múltiples 

actividades farmacológicas, como antioxidantes  antiproliferativos, antiinflamatorios, 

e incluso se han asociado con la capacidad de modular las vías de señalización 
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celular implicadas en la inflamación. Incluso hay reportes de que pueden actuar 

como inhibidores de NF-κB (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 inhibición 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 más estable, aunque se 

desconoce el efecto antiinflamatorio de este derivado y su influencia en la vía de 

señalización de NF-kB. Por tal motivo, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar 

al acetato de cacalol (CA) como un  posible modulador sobre la vía de señalización 

NF-κB, tras la activación inducida por LPS de macrófagos RAW 264.7y células 

HUVEC. 
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4. HIPÓTESIS  

El efecto del acetato de cacalol puede regular cambios en la vía de activación de NF-

kB, y en la síntesis de las citocinas inflamatorias, COX-2 y  óxido nítrico en diferentes 

tipos celulares in vitro. 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la acción del acetato de cacalol sobre la vía de señalización de NF-κB 

así como en la producción de mediadores inflamatorios. 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Determinar la acción del acetato de cacalol  sobre la vía de NF-κB y sus 

inhibidores en macrófagos y células endoteliales en cultivo estimulados por 

LPS. 

 Determinar el efecto del  acetato de cacalol mediante la producción y 

liberación de citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-6), en cultivo de macrófagos 

estimulados por LPS. 

 Determinar el efecto del  acetato de cacalol mediante la producción  y 

actividad de COX-2 en macrófagos estimulados por LPS. 

 Determinar el efecto del  acetato de cacalol mediante la producción de NO y 

sobre la producción de moléculas de adhesión (ICAM-1 y VCAM-1) en células 

endoteliales estimulados por LPS. 

 



 
 

 41 

7. MATERIAL Y MÉTODO  

7.1 Material vegetal. 

Las raíces de la planta fueron proporcionadas por el Dr. Jiménez Estrada del Instituto 

de Química de la UNAM, las cuales fueron colectadas en la localidad de Norogachi, 

ubicada en el municipio de Guachochi, Chih., siendo sus coordenadas geográficas 

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 identificación taxonómica de la planta fue determinada 

empleando claves taxonómicas y comparándola con ejemplares localizados en el 

herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social (Herbario 

IMSSM, No. 11489). 

7.2 Obtención de los extractos de la raíz de Psacalium decompositum. 

La raíz de P. decompositum (500 g) se secó 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. El monitoreo de las maceraciones se realizó por cromatografía en 

capa fina (CCF), utilizando placas cromatografías recubiertas de gel sílice 60 

(ALUGRAM SIL G/UV264 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 

aspersión con una solución de sulfato cérico al 1% en ácido sulfúrico 2 N, seguido 

de un calentamiento hasta visualizar los compuestos.  

7.2.1 Obtención de cacalol 

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

(CH2Cl2), se le añadieron 3 g de gel sílice y se eliminó el disolvente con agitación 
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contante hasta que se obtuvo un polvo y posteriormente se separó por cromatografía 

de columna abierta (CCA).  

La columna se empacó utilizando 30 g de gel de sílice (previamente mezclada con 

hexano) con un tamaño de malla de 70-230 como fase estacionaria, en una columna 

de vidrio, con capacidad de 500 mL y 3.5 cm de diámetro. Una vez empacada la 

columna se le agregó el extracto mezclado con el gel sílice  formando una capa 

uniforme. Se colectaron  fracciones de 150 mL cada una, empleando como fase 

móvil un sistema de elución 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 Obtención del acetato de cacalol 

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 3.5 g del residuo del extracto  hexánico de P. 

decompositum, se le añadieron 4 mL de piridina anhidra y 5 mL de anhídrido acético. 

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

Posteriormente a la mezcla de reacción, se le añadieron 30 mL agua y 30 mL de 

acetato de etilo. El contenido del matraz se trasvasó a un embudo de separación y 

se le añadieron 20 mL de una solución de ácido clorhídrico (HCl) al 10%. La fase 

acuosa se llevó a pH neutro con una solución de bicarbonato  de sodio (NaHCO3) al 

10 %. Se recuperó la fase orgánica y se le agregó sulfato de sodio (Na2SO4) 

anhídrido para eliminar los residuos de agua, se filtró y se concentró a presión 

reducida. 
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El producto de la reacción de acetilación se separó mediante CCA. Se tomaron 3 g 

del residuo acetilado, se disolvieron en 5 mL de CH2Cl2, se le añadieron 3 g de gel 

sílice y se eliminó el disolvente con agitación contante hasta que se obtuvo un polvo. 

La columna se empacó utilizando 30 g de gel de sílice (previamente mezclada con 

hexano) con un tamaño de malla de 70-230 como fase estacionaria, en una columna 

de vidrio, con capacidad de 500 mL y 3.5 cm de diámetro. Una vez empacada la 

columna se le agregó el producto de la reacción mezclado con el gel sílice  formando 

una capa uniforme. Se colectaron  fracciones de 150 mL cada una, empleando como 

fase móvil un sistema de elución 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 evaluación anti-inflamatoria in vitro. 

7.3.1 Cultivos celulares 

7.3.1.1 Línea celular de macrófagos de ratón, RAW 264.7 

La línea 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 atmósfera 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 complementó con 1000 U/ mL 

de gentamicina, 0.2 mM de piruvato y 0.1 mM de aminoácidos no esenciales 

(Microlab). Para su expansión las células se separaron de las platas de cultivo con 

una solución salina estéril (PBS) suplementada con tripsina 0.025% y  EDTA 2nM y 

se sembraron en botellas de plástico estériles de 75 mm2 (Corning, Acton, MA, EUA) 
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se esperó 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, Siddiqi, Aceituno, Simu, & Yang, 2016). 

7.3.1.2 Cultivo primario de células endoteliales HUVEC 

Las HUVEC se obtuvieron siguiendo el método establecido por Jaffe y 

colaboradores, con algunas modificaciones (Watanabe & Jaffe, 1993). Brevemente, 

después del parto eutócico o cesáreo de la voluntaria (no más de 12 h después), los 

cordones fueron recolectados y transportados en solución salina fisiológica fría hasta 

la Unidad de Bioquímica del INCMNSZ. Todos los pasos subsecuentes se realizaron 

en una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad. La parte externa del 

cordón se limpió con etanol al 70% y con una gasa estéril. Se canuló la vena umbilical 

y se cerró el extremo con una pinzas quirúrgicas. Se eliminaron los residuos de 

sangre con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) tibia (2 lavados 

aproximadamente) y se verificó que la vena no estuviera perforada. Se ocluyeron 

ambos extremos del cordón, con cinchos de plástico de electricista estériles. Se 

perfundió con una solución de colagenasa Tipo II al 0.02% en medio de cultivo, 

aproximadamente 1 mL /cm de cordón, hasta que la vena se vio turgente. Se 

sumergió el cordón en un frasco estéril con solución salina fisiológica tibia y se colocó 

en un baño maría a 37 °C, durante 10 min. Posteriormente, se masajeo el cordón, la 

solución 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 µg/ 

mL de mitógeno endotelial, 1 UI / mL de heparina y 100 UI/mL de 

penicilina/estreptomicina. Se hizo pasar PBS por la vena 3 veces y se recolecto está 
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solución en el mismo tubo. Se centrifugo por 10 min  a 1200 rpm a temperatura 

ambiente. Se descartó el sobrenadante, se resuspendió el botón celular en 4 mL de 

medio de cultivo M-199 suplementado y se sembró en una placa de cultivo de 28 

cm2. La placa se mantuvo en incubación a 37 °C con una atmósfera de 5% CO2 y 

80% de humedad durante 12 h. Una vez concluido el procedimiento se colocó el 

cordón umbilical en una bolsa de desechos biológicos para su incineración. El medio 

de cultivo se cambió cada tercer día 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 

más del 1% de fibroblastos, está distinción se hizo basada en las diferencias en su 

morfología. 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 utilizó 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 o 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 agregó medio de cultivo nuevo con diferentes concentraciones 

de acetato de cacalol (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 y 

150 µM) durante 48 h. Pasadas las 48 h se retiró completamente el medio de cultivo 

de las placas de cultivo; inmediatamente, las células fueron fijadas con 

glutaraldehído al 1.1 % (durante 15 min; posteriormente, se retiró el fijador y se dejó 

secar al aire; después, se procedió a teñir a las células con el colorante cristal violeta 

al 0.1 % (Sigma-Aldrich, USA) en una solución amortiguadora de ácido fórmico 200 
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mM (SigmaAldrich, USA) pH 6 por 20 min , al cabo de los cuales se retiró el exceso 

de colorante a través de lavados con agua destilada y nuevamente se dejó secar al 

aire. Por último, el colorante es solubilizado en ácido acético al 10 % (J.T. Baker, 

Mex.), por 20 min  en agitación constante, para finalmente medir la absorbancia a 

590 nm en un lector de placas.  

7.3.3 Determinación de concentraciones de citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-6) 

Para determinar la concentración de citocinas se usó la técnica de ELISA. Se basa 

en un inmunoensayo tipo sandwich con anticuerpos monoclonales específicos para 

las citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-6), inmovilizados en una microplaca de 96 pozos en 

una fase sólida que contiene controles estándares. Para esto las  células RAW 264.7 

fueron sembradas en placas de 6 pozos, se pretrataron con AC (50 y 100 μM) 

transcurrido el tiempo se estimularon con 5 µg / mL de LPS durante 180 min  y se 

incubaran a 37°C en una atmósfera saturada de agua con 5% de CO2. 

Posteriormente se colectó 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 

rábano y un anticuerpo monoclonal marcado (conjugado). Las moléculas de la 

citocina se quedan intercalada entre la fase sólida y el conjugado. Después se 

incubaron por 2 h en un agitador mecánico a temperatura ambiente, los pozos de la 

microplaca se lavaron con solución salina amortiguada de lavado para eliminar el 

conjugado no unido. Posteriormente se adicionó a cada pozo el sustrato 

proporcionado por el proveedor, incubando nuevamente la microplaca en un agitador 

mecánico a temperatura ambiente por 15 min. Durante este tiempo el sustrato 

reacciona con el conjugado unido en los pozos. Después del tiempo de incubación 

se detuvo la reacción, añadiendo una solución de bloqueo de reacción, cambiando 
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el color de azul a amarillo. Finalmente, se cuantificó la densidad óptica 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 Análisis de la transcripción génica en células RAW 264.7 y HUVEC  

7.3.4.1 Extracción de ARN total 

Para la extracción de ARN total en las células RAW264.7 o HUVEC se empleó la 

técnica descrita por Chomczynski (1993). Para cuantificar la expresión de los genes 

de TNF-α, IL1β e IL-6  se sembraron 1x106 células en una botella para su 

proliferación. 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 μM y las HUVEC con 35 y 70 μM durante 60 min  y posteriormente se  

estimularon con 5 µg/mL de LPS durante 90 min  (se hicieron 4 repeticiones con una 

n=5 cada repetición) Posteriormente se colecto el medio de cultivo y fueron lavadas 

con PBS. Se agregó 1 mL de Trizol® y se desprendieron de la placa  con un gendarme 

de goma estéril. El homogenizado se depositó 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 recuperó la fase acuosa (fase incolora) y se le agrego 0.5 mL de 

isopropanol y  se dejó reposar por 25 min en hielo. Después se centrifugó a 11700 

xg durante 10 min  a 4 °C se decantó el sobrenadante y el precipitado obtenido se 

lavó con un 1 mL de etanol al 75 % y se centrifugó a 11700 xg durante 15 min a 4 
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°C. Se desechó el sobrenadante, y el precipitado (ARN total) obtenido se secó al 

vacío. El botón de ARN se suspendió en una solución de dietilpirocarbonato (DEPC)  

al 0.15 % o agua libre de RNasas. Se observó la integridad del ARN total, mediante 

un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. Finalmente se cuantificó por 

espectrofotometría mediante NanoDrop® a una absorbancia de 260 nm. 

7.3.4.2 Cuantificación relativa de la expresión del ARNm  

El DNAc se sintetizó a partir de 2 µg de ARN total por PCR utilizando la transcriptasa 

reversa ImProm II, también se utilizaron iniciadores alzar (ramdon primers 0.5 µg/µL). 

El volumen total de reacción (20 µg) se incubó con la siguiente secuencia de ciclos: 

inicio 25 °C por 5 min, seguido de por la extensión a 42 °C por 55 min  y por último 

se detuvo la reacción inactivando la enzima a 70 °C por 15 min  y enfriando a 4 °C 

por 5 min  

El cDNA se amplificó mediante la enzima ADN polimerasa del kit de “ADN master 

plus SYBR Green 1” para los genes de TNF-α, IL1β,  IL-6, COX-2, V CAM, ICAM  y 

36B4 como gen de referencia (Tabla1). El proceso se llevó utilizando SYBR Green 

con el equipo Rotor Gene, La mezcla de reacción con un volumen fina de 10L que 

contenía 0.5 mM de oligonucleótidos de los genes de TNF-α, IL1β,  IL-6, COX-2, 

V.CAM, ICAM  y 36B4 como gen de referencia  y la mezcla 1X que contenía 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 qPCR 

PRIMER  SECUENCIA 

 
TNF-α 

F5′-CCTCCCTGTCA TCAGTTCTA-3′ 

R5′-ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3′ 

 
IL-1β 

F5´-TATGTCTTGCCCGTGGAGCTT-3´ 

R5´-GTCACAGAGGACGGGCTCTT-3´ 

 
IL-6 

F5′-TTCCATCCAGTTGCCTTCTT-3′ 

R5′-CAGAAT TGCCATTGCACAAC-3′ 

 
COX-2 

F5´-CAACACCTGAGCGGTTACC-3´ 

R5´-CAGAGGCAATGCGGTTCTGAT-3´ 

 
V-CAM 

F5´-TGTTTGCAGCTTCTCAAGCTTTTA -3´ 

R5´-GTCACCTTCCCATTCAGTGGA-3´ 

 
I-CAM 

F5´-CAACACCTGAGCGGTTACC-3´ 

R5´-CAGAGGCAATGCGGTTCTGAT-3´ 

 
36B4 

 

F5′-AAGCGC GTCCTGGCATTGTCT-3′ 

R5′-CCGCAGGGGCAGCAGTG GT-3′ 

 

 

7.3.5 Extracción de proteína  

Se sembraron células RAW264.7 o HUVEC en placas y se incubaron a 37 ° C en 

una atmósfera saturada de agua con 5% de CO2 durante 24 h. Luego, las células 

RAW 264.7 se preincubaron con CA 50 y 100 μM y las HUVEC con 35 y 70 μM o 

BAY 11-7085  10 μM ((E) -3- (4-t-butilfenilsulfonil) -2-propenonitrilo) (10 μM) (Sigma 

Chemical, St. Louis, MO, EE. UU.) durante 1 h antes de la estimulación con LPS 

(Escherichia coli 0111: B4, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.) (1 μg / mL). La 

estimulación con LPS fue realizada durante 25 min  o 180 min. Posteriormente las 

células se recolectaron y se lavaron dos veces con PBS frío. 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 congeló en hielo seco durante 1 min y se 

resuspendió suavemente en 100 μL de solución hipotónica (Hepes 10 mM pH 7,9, 
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KCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, DTT 1 mM) y se centrifugó a 3300 x ga 4 ° C; el 

sobrenadante se recogió para obtener proteínas citoplasmáticas. El sedimento que 

contenía núcleos celulares se resuspendió en 50 μL de solución hipertónica (Hepes 

10 mM pH 7,9, NaCl 400 mM, MgCl2 1,5 mM, glicerol al 25 %, EDTA 0,2 mM, DTT 

1 mM, PMSF 0,5 mM), se incubó durante 30 min se mezcló suavemente a 4° C y se 

centrifugó a 1340 xg durante 10 min. Los sobrenadantes que contenían las proteínas 

nucleares se recogieron y diluyeron 1: 1 con un tampón HDKE (Hepes 20 mM pH 

7,9, KCl 50 mM, glicerol al 25 %, EDTA 0,2 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM) y se 

almacenaron a 70º C. Las concentraciones de proteínas nucleares y citoplasmáticas 

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 describió anteriormente. Un 

oligonucleótido bicatenario con 21 pares de bases que contiene 12 nucleótidos de la 

secuencia de consenso para el sitio de unión de los elementos de respuesta de 

consenso de NF-κB (5-AGTTGA-GGG-GAC-TTT-CCC-AGG-3, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., CA, EE.UU.) se marcó con γ32P-ATP (NEN, 6000 Ci / mmol). 

La reacción se llevó a cabo en presencia de quinasa T4 (Boehringer Mannheim), con 

incubación a 37 ° C durante 30 min, y se detuvo calentando a 65 ° C durante 15 min, 

seguido de la adición de 30 μL de Tris-Borato solución amortiguada -EDTA (1X TBE, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). La muestra permaneció congelada hasta su 

uso. Las muestras se procesaron en geles de acrilamida al 7,5 % en condiciones no 

desnaturalizantes. La unión de la sonda previamente marcada al factor NF-κB 

presente en los extractos nucleares se realizó con 10 μg de extractos nucleares, 1 

μg de poli dI / dC, 1 μg de pd (N) 6 y 10 μg de suero bovino albúmina. La incubación 
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se realizó en tampón HDKE (HEPES 20 mM, pH 7,9, KCl 50 mM, EDTA 1 mM y 

ditiotreitol 5 mM). La sonda marcada se añadió al final para iniciar la reacción de 

unión. Después de 10 min a temperatura ambiente, se detuvo la reacción añadiendo 

una solución de Ficoll al 15 % complementada con tintes de electroforesis de azul 

de fenol. Las mezclas de reacción se separaron en un gel con 1X TBE a 100 V 

durante 120 min. El gel se secó y se expuso a una pantalla de almacenamiento de 

fósforo (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 desarrolló en un Typhoon 9400 (Molecular 

Dynamics / GE) y se analizó con el software ImageQuant (Molecular Dynamics, San 

Francisco, CA, EE. UU.). 

7.3.7 Inmunoensayos tipo Western Blot 

El extracto citoplásmico se separó en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% y se 

transfirió a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (BIO-RAD) con un 

tampón de transferencia de glicina (glicina 192 mM, Tris-HCl 25 mM (pH 8.8) y 10 % 

de metanol (v / v) durante la noche). Al día siguiente se bloquearon los sitios 

inespecíficos con leche en polvo baja en grasa (Svelty, 5% p / v); Las membranas 

se incubaron durante la noche con el anticuerpo primario específico IKK-α / β (1:2000 

GeneTex, Invine, CA, EE. UU.) y fosfo-IKKα / β (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.), 

IκB-α (1:1,500 Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, EE. UU.), Fosfo-IκB-α (Ser 32/36) 

(1:2,000 Cell Signaling Technology, Inc., MA, EE. UU. Además); 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 β-actina (1:10,000 Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., CA, EUA.) Diluido en TBS-Tween 1% -Albúmina 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 ratón 

(1:10.000 Pierce Thermo, Waltham, MA, EE. UU.) A temperatura ambiente y las 

proteínas se detectaron mediante quimioluminiscencia “Super-Signal” System 

(Pierce, Rockford, IL, EE. UU.). Las señales generadas se detectaron mediante el 

equipo Fusion FX Vilber Lourmat (VILBER Smart Imaging), las manchas se 

cuantificado por densitometría. 

7.3.8 Actividad de COX-2 

Las células RAW264.7 se sembraron en placas y se incubaron a 37° C en una 

atmósfera humidificada con 5% de CO2 durante 24 h. Las células se incubaron 

previamente con CA (50 y 100 μM) o BAY 11-7085 durante 1 h antes de la 

estimulación con LPS (1 μg / mL) durante 3 h. Posteriormente, las células se 

recolectaron y lavaron dos veces con PBS frío y se procesaron de acuerdo con el 

protocolo de fábrica del kit de actividad COX (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE. 

UU.). 

7.3.9 Ensayo de Adhesión de células U-937 sobre HUVEC 

En placas de 12 pozos se sembraron 100,000 HUVEC por pozo y se esperó 48 h 

para que formaran una monocapa. Posteriormente se pretrataron con AC (35 y 70 

μM) transcurrido el tiempo se estimularán con 5 µg/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 incubación 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 

incubación, se retiró 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 

sólo las adheridas a las HUVEC. Posteriormente, se agregaron 500 µl de NaOH 0.2 

M  a cada pozo, para lisar las células; se dejó 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 líquido 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 desechó en un 

contenedor de desechos radioactivos. Todos los procesos que involucraron  el 

manejo y desecho de material radiactivo se realizaron según las normas de la 

Comisión 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 cuantificación de NO en HUVEC 

En placas de 12 pozos se sembraron 100,000 HUVEC por pozo y se esperó 48 h 

para que formaran una monocapa. Posteriormente se pretrataron con AC (35 y 70 

μM) y después se estimularon con 1 µg / mL de LPS, transcurrido el tiempo se midió 
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el nitrito total a una absorbancia de 540 nm después de añadir los reactivos de Griess 

(Csonka et al., 2015) 

 

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados serán expresados como ± el error estándar de la media (S.E.M.). Se 

utilizó un análisis 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 Análisis fitoquímico   

9.1.1 Obtención del cacalol 

Después de cinco extracciones, se obtuvieron 15 g del residuo del extracto hexánico 

de 500 g de raíces secas  de P. decompositum, lo que corresponde al  3% del 

rendimiento en peso seco. 

Del residuo del extracto hexánico de P. decompositum, 3 g fueron separados por 

CCA usando como sistema de elución HX:AcOEt de forma creciente. Sólo se 

obtuvieron 40 fracciones, de las cuales, de la fracción 3 a la 17 presentaron el 

compuesto, pero no cristalizó ya que tenía impurezas. Posteriormente se realizó una 

placa preparativa para poder obtener el compuesto puro de donde se obtuvieron 620 

mg de un sólido amarillo con punto de fusión de 91-92°C y un Rf de 0.51 en un 

sistema de elución Hx:AcOEt (8:2). De este compuesto se tomó una pequeña 

muestra y se envió  a caracterizar mediante Resonancia Magnética (RMN) como 

cacalol. 

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

3495 cm-1, que corresponde al fenol. 

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

corresponde a la masa molar del compuesto. 

En el espectro de RMN-1H, se presentó a 5.12 ppm la señal correspondiente al 

hidrogeno del grupo OH y a 7.22 ppm se distingue la señal perteneciente al 

hidrogeno del C12. 
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9.1.2 Obtención del acetato de cacalol. 

Se prosiguió hacer la reacción de acetilación  de cacalol y obtener así acetato de 

cacalol con la finalidad de proteger al grupo fenólico ya que este es muy fácil de 

oxidar. La reacción de se llevó 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 presentó como un sólido beige, con un 

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

Mediante el espectro de RMN 1H se corroboró la identidad del acetato de cacalol. En 

el espectro infrarrojo se observó una banda en 1764 cm-1que corresponde al grupo 

carbonilo del acetato, además que desapareció la banda de 3495 cm-1, perteneciente 

al grupo hidroxilo del fenol. Además de observar la señal del carbonilo, la presencia 

de la vibración C-O en 1107 cm-1 representa una confirmación de que existe un grupo 

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

9.2 Evaluación 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 µM, en el caso de las células 

RAW 265.7 se seleccionó  la concentración de 50 µM y 100 y  para las HUVEC la de 

35 y 70 µM, el criterio de selección consistió en utilizar concentraciones que al ser 

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

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

no presentan alteración en la viabilidad a contracciones máximas de 100 y 40 μM 



 
 

 57 

respectivamente, por lo que en todos los experimentos posteriores se utilizaras 

concentraciones menores en un lapso no mayor a 48 h. 

 

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). 
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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 Secreción de TNF-α, IL-β e IL-6 

Los resultados previos de nuestro grupo en donde el CA disminuye el proceso 

inflamatorio sugerían que una posible interferencia con la secreción de moléculas 

proinflamatorias. Por esta razón se decidió evaluar si el CA interfería en la secreción 

de TNF-α, IL-β e IL-6, en un modelo in vitro de macrófagos murinos inmortalizados 

RAW 264.7 estimulados con LPS. El CA se evaluó sobre la cantidad de citocinas 

inflamatorias acumuladas en el medio después de 3 h con el estímulo 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-α, IL-β e IL-6 disminuyen, la presencia de CA 

interfiriere con la acumulación de  tal manera que la cantidad de IL-β apenas está 

por encima de los valor del control, a concentraciones de 50 y 100 μM la cantidad de 

IL-β presente en el medio era indistinguible de las células control (Figura 7B, 

columnas 4 y 5). Como un control de inhibición utilizamos el compuesto BAY 11-

7085 que inhibe la señalización de LPS a nivel de las complejo de las IKKs, con este 

inhibidor tampoco hubo acumulación detectable de IL-1β en el medio en 

comparación al control (Figura 7B, columna 3). Ni CA ni BAY por si solos afectaron 

los niveles de IL-β en comparación con el control. En el caso de TNF-α e IL-6 el CA 

disminuyo la acumulación 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-α e IL-6, la 

presencia solo de BAY no afecta la acumulación de ninguna de las dos citocinas con 

respecto al control (Figura 7A columna 3; Figura 7C columna 3). La contracción de 

100 por si sola aumento de significativamente la acumulación de  TNF-α con respecto 

al control (Figura 7A columna 7) 
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Figura 7. El efecto de CA sobre la secreción de citocinas inflamatorias en células 

RAW 264.7 estimuladas con LPS. Se pretrataron macrófagos RAW 264.7 durante 1 

h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 µM) o BAY 11-7085 (10 µM). Se retiró el 

medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 3 h; al final de este 

tiempo, se recogió el medio de cultivo y se cuantificaron mediante ELISA TNF-α (A), 

IL-1β (B) e IL-6 (C). Los valores se presentan como medias ± SEM de seis 

experimentos independientes. * p<0,05 en comparación con el control; # p <0,05 en 

comparación con LPS. 

 

De estos resultados se concluye que un tratamiento profiláctico de 1 h previo a la 

adición de LPS es suficiente para disminuir en forma significativa la acumulación de 

las 3 citocinas evaluadas: TNF (50-60% de inhibición); IL1 (100% de inhibición); IL-

6 (50-75%). 
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9.2.3 Expresión relativa de TNF-α, IL1β e IL-6 

Con los resultados obtenidos previamente se decidió evaluar si la interferencia de 

CA en la acumulación de TNF-α, IL-β e IL-6 se correlaciona con una interferencia a 

nivel de  expresión de su ARNm. Por esta razón se decidió evaluar si el CA interfiere 

en la expresión de su ARNm empleando el mismo modelo y diseño experimental de 

la Figura 7. El CA si interfirió en la expresión relativa de los ARNm de las tres 

citocinas evaluadas, este efecto es  un patrón muy semejante a lo observado en la 

acumulación de citocinas de la figura 8: inhibición 50 y 70% en la de TNF, inhibición 

de un 70 % para IL-1 e inhibición entre un 50 -80%  para IL-6 (Figura 8). 

 

 

Figura 8. El efecto del acetato de cacalol sobre la expresión de citocinas 

inflamatorias en células RAW264.7 estimuladas con LPS. Se pretrataron macrófagos 
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RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 µM) o BAY 11-7085 

(10 µM). Se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 90 

min; después de aislar el ARN total, la expresión relativa de TNF-α (A), IL-1β (B) e 

IL-6 (C) se cuantificó mediante RT-qPCR. Los valores se presentan como medias ± 

SEM de seis experimentos independientes. * p<0,05 en comparación con el control; 

# p <0,05 en comparación con LPS. 

 

Estos resultados nos indican que ni CA ni BAY, a pesar de haberse dado de una 

forma profiláctica son capaces de regresar los niveles de los mensajeros a sus 

niveles basales.  

 

9.2.4 Actividad, expresión y producción de COX-2 

Además de incrementos en la expresión de TNF-α, IL-1β e IL-6 se ha reportado que 

los macrófagos incrementan otras moléculas asociadas a las a la producción de PG 

y TX, por esta razón se decidió evaluar si el  CA también interfiere en la actividad, 

expresión relativa y producción de COX-2. Seguimos el mismo modelo y diseño 

experimental que se presentó en las figuras 7 y 8. Se observó que el CA afectaba 

tanto a la expresión relativa, la cantidad de proteína y la actividad de COX-2. Con 

100 μM de CA el contenido de mensajero de COX-2 disminuyo 75%, mientras que a 

nivel de proteína la disminución fue del 50%, y en la actividad enzimática disminuyó 

más del 50% (Figura 9). Dado que el efecto inhibitorio se da a nivel de mensajero es 

probable que las caídas en proteínas sean in reflejo de la inhibición al efecto 

transcripcional. 



 
 

 62 

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

transcripcional con la señalización activada por LPS. 

 

 

Figura 9. El efecto del acetato de cacalol  sobre la actividad, expresión y producción 

de COX-2 en células RAW264.7 estimuladas con LPS. Se pretrataron macrófagos 

RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 µM), Celecoxib (10 

µM) o BAY 11-7085 (10 µM); se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 

µg / mL) durante 90 min para medir la expresión y durante 3 h para medir la actividad 

y el contenido de proteína. La actividad de la enzima COX-2 se determinó mediante 

ensayo fluorimétrico (A). La expresión relativa de COX-2 se cuantificó mediante RT-

qPCR (B). El contenido de proteínas se evaluó mediante inmunoensayos tipo 

Western blot (C), y las intensidades de las bandas se midieron mediante 

densitometría y se normalizaron con β-actina (D). Los valores se presentan como 

medias ± SEM de seis experimentos independientes. * p <0,05 en comparación con 

el control; #p <0.05 en comparación 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 más comunes. Todos los resultados anteriores 

apuntan a que el CA está interfiriendo con la vía de señalización de LPS, dado que 

todos los genes evaluados (TNF-α, IL-β, IL-6 y COX-2) presentan elementos de 

respuesta para el factor de transcripción NF-κB decimos evaluar la asociación de 

este factor de transcripción a la cromatina después de un estímulo con LPS en 

ausencia o presencia del CA. Se utilizó el mismo modelo y diseño experimental que 

en los experimentos anteriores. Se observó que el CA disminuyo la intensidad de los 

complejos entre una sonda marcada con P32 y los factores NF-κB presentes en 

extractos nucleares de células pretratadas con CA por 1 h y sometidas a un estímulo 

con LPS por 25 min. La disminución de intensidad producida por 100 µM de CA fue 

muy parecida a la disminución inducida por BAY 11-7085 (Figura 10A carriles 3 y 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 parecería estar afectado la 

cantidad  NF-κB  activado a nivel citoplásmico, o bien la eficiencia con la que este se 

transloca al núcleo o una combinación de ambos. 
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Figura 10 Los efectos del acetato de cacalol sobre la translocación de NF-κB en el 

núcleo inducida por LPS en células RAW 264.7. Se pretrataron macrófagos RAW 

264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 µM) o BAY 11-7085 (10 µM); 

se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 25 min y 

luego se realizó la extracción de proteína nuclear. La translocación de NF-κB se 

evaluó mediante un ensayo EMSA en un gel de acrilamida al 7,5% con sondas 

marcadas para NF-κB (A). La translocación de NF-κB se calculó mediante análisis 

de densitometría de las bandas en el gel (B). Los valores se presentan como medias 

± SEM de seis experimentos independientes. * P <0,05 en comparación con el 

control; #p <0.05 en comparación con LPS. 

 

9.2.6 Efecto del CA en la vía de activación de NF-κB estimulada por LPS. 

9.2.6.1 Inmunoensayos tipo Western de células RAW 264.7 

Los resultados previos indican que CA podría estar interfiriendo con la vía de 

señalización que inicia con la activación de TLR4 por LPS y culmina con la liberación 

de formas citoplásmicas libres de inhibidores de NF-κB. Por tanto, se decidió evaluar 

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

Western.  

9.2.6.1.1 Efecto de CA sobre p65 

La estimulación  con LPS aumentó  el estado de fosforilación de p65 1,5 veces, en 

comparación con el control (Figuras 11C y 11D carril 2). Los macrófagos pretratados 

con CA 100 μM y posteriormente estimulados con LPS aumentaron la fosforilación 

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).   

 

Figura 11. El efecto del acetato de cacalol sobre p65. Se pretrataron macrófagos 

RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 µM) o BAY 11-7085 

(10 µM); se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 25 

min. Los niveles de p65 no fosforilada (p65 total) y fosforilada (fosfo-p65) en la 

proteína Ser536 se determinaron mediante transferencia de inmunoensayos tipo 

Western (A, C). La intensidad relativa de p65 no fosforilada y fosforilada se calculó 

mediante análisis de densitometría de las bandas en el gel (B, D) normalizando con 

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

comparación con LPS. 

 

9.2.6.1.2 Efecto de CA sobre IΚB-α 

Tambien se evaluaron las formas no fosforiladas de  IΚB-α y la forma fosforiladad p-

IKB-α siguiendo el mismo diseño previamente y descrito. Los resultados muestran 

que el LPS aumentó la forma fosforilada hasta 3.2 veces, lo que resultó en una 

degradación de 0,7 veces para IΚB-α. BAY 11-7085 y acetato de cacalol (50 o 100 

µM) interfirieron en froma significativa con la fromación de la forma fosforilada que 

disminuyó 3,2 veces (Figura 12C columna 4 y 5) 

 

Figura 12. El efecto del acetato de cacalol sobre IKB-α. Se pretrataron macrófagos 

RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 µM) o BAY 11-7085 

(10 µM); se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 25 

min. Los niveles de IKB-α no fosforilada y fosforilada en la proteína Ser32 / 36 se 

determinaron mediante inmunoensayos tipo Western blot (A, C). La intensidad 

relativa de IKB-α no fosforilada y fosforilada se calculó mediante análisis de 

densitometría 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 comparación con el 

control; #p <0.05 en comparación con LPS. 

 

9.2.6.1.3 Efecto de CA sobre el complejo IKKα / β 

Finalmente, se determinó el efecto de CA  sobre el estado de fosforilación de IKKα / 

β. LPS aumentó la fosforilación de IKK hasta 1,5 veces en comparación con  el 

control (Figura 13C y 13D, columna 2). El tratamiento con CA 50 y 100 µM no cambió 

la fosforilación del complejo IKKα / β.Los niveles totales de IKKα / β no presentaron 

diferencia significativa con respecto al control (Figura 13A y 13B).  

Figura 13. El efecto del acetato de cacalol sobre IKK-α / β. Se pretrataron 

macrófagos RAW 264.7 durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (50 y 100 µM) o 

BAY 11-7085 (10 µM); se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / 

mL) durante 25 min. Los niveles de IKK-α / β no fosforilada y fosforilada en la proteína 

Ser176 / 177 se determinaron mediante inmunoensayos tipo Western blot (A, C). La 

intensidad relativa de IKK-α / β no fosforilada y fosforilada se calculó mediante 

análisis de densitometría 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 

comparación con el control; #p <0.05 en comparación con LPS. 

 

En conjunto los resultados de las figuras 11, 12 y 13 nos indican que los 

pretratamientos con CA interfirieron en la vía de señalización de LPS después de la 

activación de las IKKs, ya que en presencia del CA no se observa  la fosforilación de 

la proteína IKB-α. Esta interpretación es  consistente con la disminución en la 

translocación de NF-ΚB al núcleo 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 están interfiriendo en 

la fosforilación de IKB-α en los macrófagos RAW 264.7. Esto nos hizo suponer que 

este mismo efecto podría estar ocurriendo en otro tipo celular importante en el 

proceso inflamatorio como lo son las células endoteliales que también presentan 

TLR4 y una vía de señalización análoga a la de los macrófagos, así  que se decidió 

evaluar el efecto del CA sobre la ruta de señalización de NF-κB en células 

endoteliales humanas derivadas de cordón umbilical (HUVECs), utilizando el mismo 

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

9.2.6.2.1 Efecto de CA sobre p65 

La estimulación  con LPS aumentó  el estado de fosforilación de p65 3.5 veces, en 

comparación con el control (Figura 14D carril 2). Las células HUVEC pretratados con 

CA 70 μM y posteriormente estimulados con LPS aumentaron la fosforilación de la 

subunidad p65  solo 1 vez, un efecto mayor que el de BAY 11-7085 el cual aumento 
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la fosforilación 2 veces.Los niveles de p65 total fueron similares en todos los grupos 

(Figura 14A).   

 

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 µM) o BAY 11-7085 (10 µM); se 

retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 25 min. Los 

niveles de p65 no fosforilada y fosforilada en la proteína Ser536 se determinaron 

mediante transferencia de  inmunoensayos tipo Western (A, C). La intensidad relativa 

de p65 no fosforilada y fosforilada se calculó mediante análisis de densitometría de 

las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias ± SEM de tres 

experimentos independientes. * P <0,05 en comparación con el control; #p <0.05 en 

comparación con LPS. 

 

9.2.6.2.2 Efecto de CA sobre IΚB-α 

Tambien se evaluo IΚB-α y se observó que el LPS aumentó la fosforilación de IΚB-

α 4 veces (Figura 15C, columa 2), lo que resultó en una degradación del 80% para 

IΚB-α (Figura 15A). BAY 11-7085 y CA (35  y 70 µM) disminuyeron la fosforilación 

de IΚB-α 3,5 veces, regresandolo a niveles basales  (Figura 15C columna 4 y 5) 
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Figura 15. El efecto del acetato de cacalol sobre IKB-α. Se pretrataron células 

HUVEC durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (35 y 70 µM) o BAY 11-7085 (10 

µM); se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 25 min. 

Los niveles de IKB-α no fosforilada y fosforilada en la proteína Ser32 / 36 se 

determinaron mediante inmunoensayos tipo Western blot (A, C). La intensidad 

relativa de IKB-α no fosforilada y fosforilada se calculó mediante análisis de 

densitometría de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias 

± SEM de seis experimentos independientes. *p<0,05 en comparación con el control; 

#p <0.05 en comparación con LPS. 

 

9.2.6.2.3 Efecto de CA sobre el complejo IKKα / β 

Finalmente, se determinó el efecto de CA  sobre el estado de fosforilación del 

complejo IKKα / β. El tratamiento con LPS aumentó la fosforilación de IKK 3 veces 

(Figura 16C) en comparación con  el control (Figura 16C columna 2). El tratamiento 

con CA 35 y 70 µM no cambió la fosforilación del complejo IKKα / β.Los niveles 

totales de IKKα / β no presentaron diferencia significativa con respecto al control 

(Figura 16A).  
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Figura 16. El efecto del acetato de cacalol sobre IKK-α / β. Se pretrataron células  

HUVEC durante 1 h con acetato de cacalol (CA) (35 y 70 µM) o BAY 11-7085 (10 

µM); se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 25 min. 

Los niveles de IKK-α / β no fosforilada y fosforilada en la proteína Ser176 / 177 se 

determinaron mediante inmunoensayos tipo Western Blot (A, C). La intensidad 

relativa de IKK-α / β no fosforilada y fosforilada se calculó mediante análisis de 

densitometría de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias 

± SEM de seis experimentos independientes. *p<0,05 en comparación con el control; 

#p<0.05 en comparación con LPS. 

 

En conjunto los resultados de las figuras 14, 15 y 16 nos sugieren un mecanismo de 

inhibición semejante al que observamos en las células RAW 264.7, mostrando que 

los pretratamientos con CA interfiriere en la vía de señalización de LPS después de 

la activación de las IKKs, ya que en presencia del CA no se da la fosforilación de la 

proteína IKB-α. 
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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 expresión de y producción de moléculas de 

adhesión en células HUVEC 

Al observar que el efecto de CA tanto en macrófagos como es células HUVEC se 

asocia a una interferencia  de la vía de señalización inducida por LPS, se decidió 

evaluar la expresión relativa y producción de ICAM y VCAM, dos moléculas de 

adhesión  importante en el proceso de extravasación leucocitaria durante la 

inflamación 

 

Figura 17. El efecto del CA sobre la expresión de moléculas de adhesión en células 

HUVEC estimuladas con LPS. Se pretrataron células HUVEC durante 1 h con CA 

(35 y 70 µM) o BAY 11-7085 (10 µM). Se retiró el medio y se añadió medio fresco 

con LPS (1 µg / mL) durante 90 min; después de aislar el ARN total, la expresión 

relativa de ICAM y VCAM se cuantificó mediante RT-qPCR. Los valores se presentan 

como medias ± SEM de seis experimentos independientes. * p <0,05 en comparación 

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

 

La estimulación con LPS aumentó más de 6 veces la expresión de estas proteínas, 

mientras que los tratamientos con CA a una concentración de 35 μM y BAY 11-7085, 

atenuaron notablemente este aumento en más de un 70% en comparación con el 
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control (Figura 17, columnas 4 y 5). En cuanto la  producción de ICAM y VCAM por 

medio de inmunoensayos tipo Western Blot se observó el mismo comportamiento en 

donde el grupo estimulado con LPS aumento la producción de ICAM y VCAM más 

de 7 veces pero el pretratamiento con  35 μM de CA disminuye a niveles similares a  

los basales (Figura 18). 

 

 

Figura 18. El efecto del CA sobre ICAM y VCAM. Se pretrataron células HUVEC 

durante 1 h con CA (CA) (35 y 70 µM) o BAY 11-7085 (10 µM); se retiró el medio y 

se añadió medio fresco con LPS (1 µg / 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 calculó mediante análisis de densitometría 

de las bandas en el gel (B, D). Los valores se presentan como medias ± SEM de seis 

experimentos independientes. *p <0,05 en comparación con el control; #p <0.05 en 

comparación con LPS. 
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9.2.7.2 Efecto del CA sobre producción de NO en células HUVEC. 

Las células endoteliales contribuyen a la inflamación con la formación y liberación de 

NO, esencial para la vasodilatación local.  Esto nos llevó a evaluar el efecto del CA 

sobre la producción de NO por medio del ensayo de Griess. En la figura 19 se puede 

observar que la presencia de 35 CA μM no altera con concentración de NO con 

respecto a las células control. 

 

 

Figura 19. El efecto de CA sobre la secreción de NO en células HUVEC estimuladas 

con LPS. Se pretrataron macrófagos RAW 264.7 durante 1 h con CA (CA)  (35 y 

70µM). Se retiró el medio y se añadió medio fresco con LPS (1 µg / mL) durante 3 h; 

al final de este tiempo, se recogió el medio de cultivo y se cuantifico el NO Los valores 

se presentan como medias ± SEM de seis experimentos independientes. *p<0,05 en 

comparación con el control; # p <0,05 en comparación con LPS. 
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9.2.7.3 Efecto del CA en un ensayo de adhesión de células U-937 sobre células  

HUVEC 

Un fenómeno importante en el proceso inflamatorio es la adhesión de neutrófilos a 

las células endoteliales para su posterior extravasación, con esto en mente se 

decidió generar un ensayo que valora la capacidad adhesiva de las células 

endoteliales activadas por LPS. Se  midió 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 cambió 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 adhesión celular 7 veces mayor en comparación con el grupo 

control. En el caso de la co-incubación de células  HUVEC con células U-937 en los 

grupos pretratados con CA (35 Y 70 µM) y posterior estimulación LPS la adhesión 

disminuyó 6 veces en comparación con el grupo tratado con LPS. En el caso de los 

grupos que solo fueron tratados con CA no se observó 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 activación funcional medida con tres parámetros 

independientes: Producción  de moléculas de adhesión (ICAM y VCAM), producción 

de NO y capacidad proadhesiva. 
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Figura 20. El efecto del CA sobre la adhesión celular entre  células HUVEC y las 

células U-937 estimuladas con LPS. Se pretrataron células HUVEC durante 1 h con 

CA (AC) (35 y 70 µM) o BAY 11-7085 (10 µM). Se retiró el medio y se añadió medio 

fresco con LPS (1 µg / 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 comparación con el control; # p <0,05 en 

comparación con LPS. 
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10. DISCUSIÓN  

La inflamación es una respuesta del organismo ante un estímulo extraño. Ésta tiene 

lugar en el tejido conjuntivo vascularizado e implica cambios vasculares, eventos 

celulares, y la producción de mediadores químicos de la inflamación. Todos estos 

componentes del sistema forman parte de un proceso estrechamente vinculado que 

.extraño. En algunas patologías 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 fármacos 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 fármacos antiinflamatorios bebe ser bajo un esquema  crónico. Los AINEs se 

encuentran entre los más utilizados, continuamente surgen nuevas preparaciones, 

lo que habla de que aún no se ha encontrado el agente antiinflamatorio ideal. Un 

problema adicional es que prácticamente todos poseen un riesgo potencial para 

desarrollar efectos adversos importantes en los pacientes. En este sentido, un 

tratamiento ideal sería aquel que disminuyera los signos de la inflamación y controle 

sus secuelas perjudiciales (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2018; Oliviero, Scanu, 

Zamudio-Cuevas, Punzi, & Spinella, 2018; Tursi & Elisei, 2019). No es extraño, por 

lo tanto, que la búsqueda de nuevos agentes antiinflamatorios, tanto por síntesis 

química como a partir de productos naturales continúe intensamente. 

En la literatura se pueden localizar ciertas plantas con efecto antinflamatorio, 

evaluadas en diferentes modelos biologicos, las cuales principalmente contienen 

flavonoides, glucósidos 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 mayoría de estos compuestos aún no se conoce su mecanismos de 

acción farmacológico, aunque se hipotética que podría estar asociado a la inhibición 

de las enzimas importantes en la regulación de mediadores inflamatorios, tales como 

la fosfolipasa A2, COX’s y LOX’s, cuya inhibición reduce las concentraciones de PG 

y LT. Ambos componentes se encuentran involucrados en respuestas inmunológicas 

y en algunos casos, se ha reportado su capacidad inhibitoria sobre al factor de 

transcripción NF-κB (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. Así mismo se ha reportado 

que el compuesto es muy fácil de oxidar, pero, al acetilarlo en su grupo OH su 

estructura se vuelve es más 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 acción antiinflamatoria que podría presentar. 

Por esta razón, uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la actividad 

antinflamatoria del CA y determinar como afecta la vía de señalización de NF-ΚB. 

Para ello primero se realizó la obtención 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 utilizó un modelo celular que 

consistió en macrófagos estimulados con LPS en cultivo. Se realizó la prueba de 

cristal violeta para determinar la viabilidad del CA. .En general los macrófagos  

presentaron una viabilidad celular superior al 90 % después de los tratamientos. Otro 

modelo de estudio, consistió en células endoteliales de cordón umbilical 

denominadas HUVEC. En ellas, se observó que concentraciones mayores de 80 μM 

disminuían la viabilidad más 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 μM del CA y en  el caso de las 

HUVEC se utilizaron las concentraciones de 35 y 70 μM de CA (Figura 4 y 5). Con 

estos resultados podemos inferir que las HUVEC son más sensibles al CA.  

Posteriormente en las células RAW 264.7 tratadas con CA, se evaluó el efecto sobre 

de citocinas, tanto en liberación de proteína como en expresión relativa, estas fueron 

TNF-α, IL-1β e IL-6. TNF-α, IL-1β 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 liberación de NO y PGE a 

la lesión tisular y contribuye al  fallo múltiple de órganos (Ahn et al., 2016; Cheng et 

al., 2017; Gopalsamy, Farouk, Tengku Mohamad, Sulaiman, & Perimal, 2017). 

Se puede observar una correlación positiva entre los resultados de abundancia 

relativa y de expresión. La estimulación con LPS aumentó al doble la expresión y 

secreción de estas citocinas, mientras que los tratamientos con CA (100 μM) y BAY 

11-7085 (inhibidor irreversible IKK-α) administrados antes de la estimulación, 

atenuaron notablemente en más de un 50% los niveles de expresión y secreción. 

(Figuras 7 y 8). Estos resultados son considerados con potencial benéfico ya que 
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TNF-α juega un papel clave en la inducción y perpetuación de la inflamación 

mediante la activación de los macrófagos y regulación al alza de otras citocinas 

proinflamatorias y moléculas de adhesión endoteliales (Barrette AM1, 2016). En el 

caso de IL-1β e IL-6 que son citocinas típicas producidas por la estimulación con 

LPS y que tienen un papel importante en la fase aguda de la inflamación, su 

disminución representa un pronóstico positivo para la resolución 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- α, IL-1β e IL-6. Esto sugiere que el CA puede regular a la baja la respuesta 

de fase aguda en macrófagos estimulados con LPS, controlando el proceso 

inflamatorio, y con ello disminuyendo la liberación excesiva e inadecuada estas 

citocinas previniendo la generación de diversas enfermedades. Por lo tanto, la 

inhibición de su expresión y liberación es  un mecanismo vital para el tratamiento de 

la inflamación. 

Otra molécula importante en las enfermedades inflamatorias es la COX, en particular 

la COX-2, es importante mencionar que esta proteína también es regulada por el 

factor de transcripción NF-κB. Comúnmente la COX-2 es un blanco terapéutico 

clásico para el diseño de fármacos antiinflamatorios, especialmente AINE. Estos se 

unen a enlaces de hidrógeno en la posición polar 120 de la arginina, bloqueando el 

sitio catalítico de la COX, lo que resulta en una disminución de la actividad enzimática 

y la síntesis de prostanoides (Ahn et al., 2016; Gautam et al., 2011; Kawata, 

Murakami, Suzuki, & Fujisawa, 2018; Zwicker et al., 2017). Se evaluó la actividad de 
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COX-2, y se observó CA disminuyó significativamente la actividad de COX-2. 

Mostrando una actividad similar a la generada por el fármaco de referencia 

Celecoxib, un inhibidor selectivo de COX-2, mientras que la estimulación con LPS 

aumentó su actividad 5 veces (Figura 9A). El efecto del CA sobre la actividad de 

COX-2 podría deberse a la interacción con su sitio catalítico o a la inhibición de su 

expresión. 

Alternativamente, el CA podría reducir los niveles de expresión y la proteína COX-2. 

Por ello se evaluó tanto la expresión de ARNm como las proteínas, y se observó que 

CA afectaba tanto la expresión génica como proteica de COX-2. Se detectó una 

disminución de 3 veces en los niveles de expresión de ARNm en los grupos tratados 

con CA en comparación con el grupo LPS (Figura 9B). Además, CA redujo los niveles 

de proteína en 2 veces (Figura 9-C y 9-D). La disminución de la actividad de la COX-

2 podría generarse por el descenso en su expresión, lo que conduce a una menor 

abundancia relativa de proteínas, resultando en una menor actividad enzimática. 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 disminución en la expresión de TNF-α, IL -1β, IL-6 y COX-2 sugiere que el CA 

podría estar generando su efecto antiinflamatorio al inhibir la actividad de su factor 

de transcripción NF-kB. Esto se evaluó más a fondo mediante un EMSA, una técnica 

que permite evaluar la activación de factores de transcripción, basada en 

interacciones ADN-proteína. Los macrófagos estimulados con LPS aumentaron la 

unión de NF-κB al ADN 2,5 veces. El CA  a 50 y 100 µM disminuyó la activación de 
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NF-kB en 1,7 y 2,1 veces, respectivamente. BAY 11-7085, un inhibidor corriente 

arriba de esta vía de señalización, disminuyó de forma similar al grupo de CA 100 

µM. 

Se ha reportado que TNF-α, IL-1β,  IL-6 y COX-2 están reguladas principalmente a 

nivel transcripcional, por p50 y p65; estas son dos subunidades que conforman a 

NF-κB,  las cuales son importantes para la activación de éste factor cuando los 

macrófagos 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  IκB-α 

y no puede translocarse al núcleo. La vía de señalización de NF-κB  puede ser 

activada por diferentes estímulos (LPS, TNF-α, IL-1, etc). Existen dos puntos clave 

en la señalización de esta vía, una es la fosforilación de IkB-α, y la otra es la 

fosforilación de la subunidad p65. Una vez fosforilada esta subunidad, se transloca 

al núcleo y con ellos se lleva a cabo la transcripción de genes diana que están 

implicados el proceso inflamatorio (Blackburn et al., 2017; Chae, 2018; Chen et al., 

2018). 

Para determinar si el efecto observado está directamente en el dímero NF-κB o en 

la ruta de señalización aguas arriba, se midieron los niveles de p65 fosforilados y 

totales mediante transferencia de inmunoensayos tipo Western en macrófagos y en 

HUVEC. La subunidad p65 es la más abundante en el complejo NF-κB, que se 

fosforila durante los primeros 25 min  después de que las células se estimulan con 

LPS. Los macrófagos tratados con BAY 11-7085 y 100 μM de CA, aumentaron la 

fosforilación de la subunidad p65 hasta 0,1 y 0,2 veces, mientras que las HUVEC 

tratadas con 70 μM lo aumentaron 2 y 1 veces respectivamente. El grupo estimulado 
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con LPS aumentó su fosforilación hasta 1,5  y 3.5 veces, en comparación con el 

control. Los niveles de p65 total fueron similares en todos los grupos en macrófagos 

y en HUVEC (Figura 11 y 14) lo que indica que los tratamientos no afectaron los 

niveles de p65 total, pero sí afectaron su fosforilación. Posteriormente, se evaluó el 

efecto de CA sobre otras proteínas rio arriba de esta vía de señalización (IKB-α y el 

complejo IKK). 

IΚB-α retiene el dímero NF-kB (p50 / p65) en el citoplasma enmascarando su 

secuencia de localización nuclear y previniendo su translocación hacia el núcleo. 

Cuando IΚB-α se fosforila, se vuelve poliubiquitinado y se degrada. En 

consecuencia, NF-kB se libera y se transloca al núcleo, uniéndose a la secuencia 

consenso (Feehan & Gilroy, 2019; Lawrence & Fong, 2010; Medler & Wajant, 2019). 

Esta relación entre fosforilación y degradación se observó en la presente 

investigación. En macrófagos el LPS aumentó la fosforilación de IΚB-α hasta 3 veces 

lo que resultó en una degradación de 0,6 veces para IΚB-α. BAY 11-7085 y CA (50 

o 100 µM) disminuyeron la fosforilación de IΚB-α (3,2 veces) e inhibieron la 

degradación de IΚB-α. En el caso de las HUVEC LPS aumentó la fosforilación de 

IΚB-α 4 veces y se observó una degradación de 0,8 veces para IΚB-α. BAY 11-7085 

y CA (35 o 70 µM) disminuyeron la fosforilación de IΚB-α de 3.5 veces (Figura 12 y 

15). 

Finalmente, se determinó el efecto de CA sobre la fosforilación de IKKα/β. El 

tratamiento con CA 50 y 100 µM en el caso de los macrófagos o 35 y 70 µM para las 

HUVEC no cambió la tasa de fosforilación. LPS aumentó la fosforilación de IKK hasta 

1,5 veces  en macrófagos y 3 veces en HUVEC en comparación con el control y BAY 
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11-7085. Los niveles totales de IKKα/β no cambiaron en ninguno de los grupos  de 

los dos tipos celulares (Figura 13 y 16). Estos resultados nos indican que tanto en 

macrófagos como en HUVEC se observó que el CA no modificó el complejo IKKα/β, 

ubicado rio arriba de la señalización pero si las fosforilaciones de IΚB-α y p65. Es 

importante señalar que en HUVEC se observó un efecto más notorio, esto se puede 

deber a que este tipo celular (endotelio) proviene de un cultivo primario y es más 

sensible a cualquier cambio en su entorno. Es por eso que se decidió medir 

expresión y la producción de las proteínas de adhesión endotelial ICAM y VCAM, ya 

que desempeñan funciones vitales en los procesos inflamatorios son considerados 

una pieza clave para la infiltración celular durante el proceso inflamatorio, además 

de ser proteínas que también son reguladas por el factor de transcripción NF-kB 

(Harjunpaa, Llort Asens, Guenther, & Fagerholm, 2019; K. Siddiqui, George, Nawaz, 

& Joy, 2019; Yang et al., 2016). Se observó que los grupos tratados con CA y 

estimulación posterior con LPS disminuyeron la expresión y la producción de estas  

en comparación 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 producción de NO,  el cual es un radical 

libre que puede ser liberado por los macrófagos y que es citotóxico para ciertos 

microorganismo. El NO puede actuar sobre las células endoteliales e inducir 

vasodilatación, un factor clave que beneficia a la infiltración leucocitaria y por ende 

al foco inflamatorio (Mitchell & Kirkby, 2018; Nakatake et al., 2017). En los resultados 

se observó que los grupos tratados con CA  disminuyeron los nivel de NO, 
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particularmente la concentración de 35 μM fue la que lo disminuye casi a niveles 

basales. 

Esto nos llevó a utilizar un modelo de adhesión celular entre HUVEC y células U-

937. Dicho modelo se basa en la estimulación de HUVEC con LPS para que inducir 

la expresión de moléculas adhesión. Posteriormente se co incuban con monocitos 

U-937 en suspensión (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 adhesión. Observamos que los grupos que 

fueron tratados con CA y estimulados con LPS solo aumentaron 1.5 veces sus 

adhesión celular en comparación el basal (células no estimuladas), y que el grupo 

que fue estimulado con LPS aumento más de 7 veces la adhesión celular. Con estos 

resultados podemos decir que la disminución en la adhesión celular se debe a que 

CA no está permitiendo que se produzcan moléculas de adhesión, ya que el factor 

de transcripción NF-kB no está induciendo su expresión, principalmente por 

inhibición de la translocación al núcleo, ya que se encuentra inhibido en el citoplasma 

por IKB-α. Al no translocarse no induce la producción de sus genes respuesta como 

es el NO, ICAM y VCAM. y esto es lo que genera que no exista una adhesión celular 

entre los monocitos y las HUVEC. 

Los resultados anteriores nos indican que la activación de NF-kB y la fosforilación de 

p65 podrían ser consecuencia de acciones directas de CA sobre la proteína IKB-α y 

este podría ser su posible mecanismo de acción (Figura 21). Estos resultados son 

similares a los reportados para otros terpenos antiinflamatorios, como genipina, 

triptólido y catalpósido, inhibidores de IKB-α  
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Estos resultados podría estar asociados con el efecto antiinflamatorio del CA que ya 

se ha reportado anteriormente en el modelo TPA que una disminución en la 

activación de la vía NF-kB inhibe una gran cantidad de mediadores inflamatorios 

como son las citocinas (TNF-α. IL-1β e IL-6), moléculas de adhesión (ICAM Y 

VCAM), NO, COX-2, entre otras reduciendo el proceso inflamatorio y la generación 

de edema. Cabe señalar que el CA no solo podría tener  efecto sobre los macrófagos 

o células endoteliales, talvez también podría generar efecto en otros tipos celulares.  

Es importante mencionar que CA podría estar funcionando como profármaco. Este 

compuesto, al interactuar con el medio de cultivo o cuando se administra 

tópicamente, podría estar reaccionando con las esterasas presentes, 

transformándolas en cacalol u otros compuestos que podrían  ser los responsables 

del efecto, aunque se necesitan estudios farmacocinéticos futuros para corroborar 

esta teoría. 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 acción del CA.  
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11. CONCLUSIONES 

 El CA reduce la expresión relativa del ARNm y  las concentraciones de TNF-

α, IL-1β e IL-6 en macrófagos activados con LPS. 

 El CA reduce la expresión relativa del ARNm, la producción y la actividad de 

COX-2 en macrófagos activados con LPS. 

 El CA disminuyó la translocación de NF-κB al núcleo y disminuyó los niveles 

de fosforilación de IKB-α y p65 en macrófagos activados con LPS.  

 El CA reduce la expresión relativa del ARNm y la producción de ICAM y VCAM 

en céluas HUVEC activadas con LPS. 

 El CA reduce producción de NO en HUVEC activadas con LPS. 

 El CA disminuyo la adhesión celular de monocitos U-937 a células  HUVEC 

activadas con LPS. 

 El mecanismo de acción de CA ese encuentra enre el sustrato activo del 

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

 Análisis  de modelaje molecular de CA sobre componentes del sistema NF-

ΚB en donde se bloquea la transmisión de la señalización  (IKKβ, IKKγ) como 

posibles blancos de AC. 

 Valoración del efecto antiinflamatorio de CA en un modelo murino en el 

contexto de una inflamación local (TPA) y corroborar que la vía de 

señalización se bloquea en el mismo sitio que en modelo in vitro 

 Valoración del efecto antiinflamatorio de CA en un modelo de choque séptico 

inducido por LPS, para valorar la disminución de la sintomatología 

marcadores moleculares inducidos en el choque séptico y la mortalidad. 

 Valoración de posibles efectos secundarios en un modelo murino, 

enfocándose en los efectos adversos de otros antiinflamatorios comúnmente 

usados (aspirina, dexametasona, diclofenaco, etc.) 
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