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RESUMEN

Los productos naturales pueden definirse como una sustancia quimica que esta
presente o es producida por un organismo vivo. Muchos de los compuestos utilizados en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con la inflamacién, son obtenidos de los
extractos de plantas y otros organismos; y ¢éstos incluyen diversos compuestos como
fenoles, terpenoides, alcaloides, esteroides, glicosidos y carbohidratos. Bajo esta premisa el
objetivo de este trabajo es estudiar el efecto antiinflamatorio de los compuestos extraidos
de plantas del género Croton: Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre leucocitos humanos y
macrofagos muridos Raw 264.7.

Para esto se aplicaron las siguientes técnicas y metodologias: determinacion del
efecto de compuestos kauranos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine sobre la inhibicion de la
produccion de oxido nitrico en macréfagos muridos RAW 264.7 (método de Griess), los
ensayos de viabilidad celular por el método de reduccion de MTT, la actividad captadora
del radical 6xido nitrico (NPS) por parte de los compuestos, el método de reduccion del
azul de nitrotetrazolio (NBT) para cuantificar la variacion en la produccion de anion
superoxido involucrada en la cascada de reacciones pro-inflamatorias inducida por el PMA
en leucocitos humanos, el ensayo de la capacidad oxidativa por citometria de flujo, la
determinacion del potencial de captacion de radicales libres mediante el uso de DPPH y
finalmente el ensayo de proliferacion por citometria de flujo. Lo que representa los ensayos
iniciales para cada compuesto, y el punto de partida para estudios posteriores de su posible
aplicacion como farmacos.

Como resultados y conclusion, los compuestos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine,
tienen una potencial actividad anti-inflamatoria debido a que: disminuyen la viabilidad
sobre las lineas celulares leucémicas, y no afectan la viabilidad de los leucocitos humanos.
En macrofagos muridos RAW 264.7 inhiben la cantidad de nitritos producidos; los
compuestos Micanol y Deoxo-geayine son capaces de inhibir la produccion de anién
superdxido en leucocitos humanos estimulados con PMA, y por ultimo estos compuestos
tienen efectos directos sobre las células induciendo cambios en el patron de produccion de
radicales, viabilidad y proliferacion celular.

Palabras Claves: Kauranos, FEuphorbiaceae, Inflamacién, anticanceroso,
citotoxicidad, antitumoral, terpeno, diterpeno, flavonoide.



INTRODUCCION

1. Lainflamacion.

La importancia de la reaccion inflamatoria se justifica porque en casi 2/3 de la totalidad
de las enfermedades intervienen mecanismos patogénicos propios de la respuesta
inflamatoria. De alli, que la industria farmacéutica se interese en la bisqueda de productos
naturales bioactivos que sirvan de fuente para la produccion de nuevos farmacos. Una
alianza entre los sistemas bioldgicos y los experimentales puede ser una poderosa
herramienta para una intervencion segura y efectiva contra las enfermedades autoinmunes.

La inflamacion es una respuesta celular y tisular compleja. Durante el primer siglo A.D.
Celsus, defini6 macroscopicamente la inflamacion con cuatro signos cardinales: rubor
referido al enrojecimiento en el area afectada; calor para referirse al aumento de la
temperatura; dolor como consecuencia de la presion ejercida por la acumulacion de fluidos,
por la afectacion de nervios y por la accion de algunos de los mediadores quimicos y
finalmente por tumor para indicar la hinchazén. Todos tradicionalmente usados, aun en la
actualidad, como criterio para describir la inflamacidon, asimismo todos estos signos
reflejan el efecto de las Citocinas (proteinas reguladoras) y otros mediadores inflamatorios
en los vasos sanguineos locales (Janeway y col., 2005).

En el transcurso de la inflamacidn, ocurre un incremento de la permeabilidad de los
vasos sanguineos permitiendo el flujo de una gran cantidad de células inflamatorias
(neutrofilos y monocitos) que son capaces de liberar citocinas, quimiocinas, proteinas de la
cascada de complemento y de la cascada de coagulacion (Solomon, 1996). Las citocinas y
los fragmentos del sistema del complemento tienen efectos en las propiedades adhesivas del

endotelio, causando que los leucocitos polimorfonucleares circundantes se fijen a las



células endoteliales de los vasos sanguineos y migren entre ellos al sitio de la infeccion. El
principal tipo celular visto en una respuesta inflamatoria en sus fases iniciales son los
neutrofilos (Janeway y col., 2005).

2. Comienzo del proceso inflamatorio.

El proceso inflamatorio es una respuesta vital ante una lesion, infeccion, traumatismo, y
otros dafios al tejido. Algunos de los mediadores liberados por los leucocitos
extravasculares, como triptasas y otras proteasas, histamina, eicosanoides, citocinas e
intermediarios reactivos de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS (por sus siglas en inglés)
respectivamente) causan la vasodilatacion de los vasos sanguineos (Nathan, 2002).
También la vasodilatacion local es favorecida por los neurotransmisores liberados cuando
se activan la terminaciones nerviosas (Kovacs, 2003).

Asimismo, la respuesta inflamatoria es activada cuando sus moduladores entran en
contacto los componentes de la pared celular de las bacterias gram-negativas y gram-
positivas como también los constituyentes de las levaduras, virus o componentes de la
necrosis tisular, y pueden activar directamente la cascada del complemento bien sea por la
ruta clasica o por la alternativa (Stove y col., 1996).

La principal propiedad del sistema del complemento, brazo efector de la inmunidad
humoral, se le puede atribuir a las anafilotoxinas (AT) C3a, C4a, y C5a, estos polipéptidos
son generados después de la protedlisis de las cadenas de C3, C4 o C5, que interactian
con receptores especificos en las células mieloides, como leucocitos o macréfagos,
resultando la expresion de moléculas de adhesion CD11/CD18 de la familia de las
integrinas. Otra actividad biologica de C5a es atribuida a la liberacion de especies reactivas

de oxigeno (ROS), enzimas lisosomales, liberacion de histamina, liberacion de los



mastocitos y basoéfilos, la produccién de citocinas quimiotacticas y el incremento de la
permeabilidad vascular (Stéve y col., 1996).

Cuando los macréfagos son activados inician la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como la interleucina 1 beta (IL-1f) la cual aumenta el flujo local sanguineo,
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que estd implicado en el mantenimiento y la
homeostasis del sistema inmune (Balkwill, 2006) y que también aumenta la expresion de
moléculas de adhesion. También participan: la interleucina 6 (IL-6) que promueve la
diferenciacion de monocitos, la interleucina 4 (IL-4) relacionada a la inflamacion alérgica,
la interleucina 8 (IL-8) participa en la quimioatracciéon de los neutrofilos, por ultimo el
interferon gamma (IFN-y) que juega su papel en la funciéon inmunitaria celular contra
microbios intracelulares. La funcién de estas citocinas, también llamadas “citocinas de
respuesta temprana” es estimular las células endoteliales vasculares a expresar moléculas
de adhesion vascular, como las moléculas de adhesion intercelular -1 y -2 (ICAM-1 e
ICAM-2), y las selectinas E y P, con firme adhesion de los neutrofilos al endotelio que se
unen a las integrinas CD11/CD18 activadas en los leucocitos (Ward y Lentsch, 1999). Las
E- selectinas y P-selectinas reconocen los acidos de Lewis (sLex) presentes en neutrofilos,
monocitos y algunos linfocitos y producen una adhesion reversible de dichas células a la
pared vascular, proceso conocido como rodamiento (Janeway y col., 2005). El rodamiento
(6 cascada de adhesion) de leucocitos es una secuencia de la adhesion y activacion de
eventos que finaliza con la extravasacion de leucocitos, donde la célula ejerce sus efectos
en el sitio inflamado. El trafico de leucocitos de los vasos sanguineos en los sitios de
inflamacion es un proceso de cooperacion multiple, el primer evento que la interaccion de

leucocitos con la superficie de las células endoteliales de los vasos sanguineos acompanada



de la migracion a lo largo de la pared del vaso, que estd mediada por la familia de
moléculas de adhesion (Ushakova y col., 2005).

Al menos existen cuatro pasos de la cascada de adhesion, captura, activacion, firme
adhesion y transmigracion. Cada uno de estos pasos parece ser necesario para la eficacia de
reclutamiento de leucocitos, ya que el bloqueo de cualquiera de los cinco puede seriamente
reducir la acumulacion de leucocitos en el tejido (Pochechueva y col., 2004). Estas medidas
no son en las fases de inflamaciéon, sino que representan la secuencia de los
acontecimientos desde la perspectiva de cada uno de los leucocitos. En un momento dado,
sucede la captura, luego la activacion, la adherencia firme y la transmigracion, todo esto en

paralelo, con la participacion de los distintos leucocitos en el mismo vaso (Figura 1)

(Luster y Tager, 2004).
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Figura 1. Iniciacion del proceso inflamatorio. Los neutréfilos que se encuentran en los vasos (o capilares),
migran a los sitios de infeccion en un proceso de varios pasos, mediado por interacciones adhesivas. Estas
interacciones son reguladas por citocinas y quimiocinas derivadas de los macrofagos activados en los tejidos

lesionados (Modificado de http://www.nature.com/nri/journal/v4/n9/fig_tab/nri1438 F3.html).




3. Activacidn de células inflamatorias: leucocitos y macrofagos.

Los sensores del sistema inmune innato son receptores que reconocen patrones
moleculares conservados (patrones moleculares asociados a patogenos, PAMP de sus siglas
en inglés Pathogen-associated molecular patterns) de microorganismos, indispensables
para la supervivencia de estos. La induccion de la inmunidad adaptativa se logra gracias a
la activacion de moléculas en la superficie celular de las células efectoras del sistema
inmune innato. Estas células conocidas como receptores de reconocimiento de patrones
moleculares (PRR, de sus siglas en ingles pattern recognition receptors), median la
ingestion del microbio por parte del macrofago para que se inicie su procesamiento y
generan sefiales que conducen a la expresion de genes que codifican moléculas co-
estimuladoras para que la presentacion antigénica desencadene una respuesta inflamatoria
efectiva (Mora y Corado, 2003).

El lipopolisacarido bacteriano (LPS, de sus siglas en ingles Lipopolysaccharide) es
el prototipo de PAMPs, asimismo que el 4cido lipotéico (LTA, de sus siglas en inglés
lipoteic acid) para las bacterias Gram positivas, los peptidoglucanos (PGN, del inglés
Peptidoglicans), lipoarabinomanano (LAM, del inglés lipoarabinomanan), lipoproteina
bacteriana (BLP, del inglés bacterial lipoproteic), variantes de acido nucléico en caso de
virus, son otros ejemplos de estos patrones moleculares conservados (PAMPs) (Fraser y
col., 1998; Zhang y Ghosh, 2001).

Dos importantes miembros de este grupo de receptores (PRR) que se expresan en
macrofagos, son el CD14 (de sus siglas en inglés cluster of differentiation 14) y el receptor
de tipo Toll (TLR, de sus siglas en inglés Toll-like receptors), que son esenciales para la

respuesta inmune innata a los componentes de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas,



micobacterias, espiroquetas y levadura. Estos son especificos y se unen directamente a los
patogenos.

El receptor de tipo Toll 4 (TLR4, del inglés Toll-like receptors 4) es el miembro de
la familia Toll que primero se identificé en mamiferos y el que mejor se ha caracterizado
forma parte del receptor multimerico del LPS en monocitos humanos. EI LPS es uno de los
principales componentes de la superficie externa de bacterias gram-negativas y constituye
un potente activador de células de los sistemas inmune e inflamatorio incluyendo
macrofagos, monocitos y células endoteliales (Moreno y Sanchez-Ibarrola, 2003). Debido a
esto la estimulacion con LPS sirve como adyuvante de la produccion de mediadores
inflamatorios como citocinas, quimiocinas y moléculas coestimulatorias, de alli que esta
molécula sea utilizada ampliamente en el estudio de procesos inflamatorios (Janeway y
col., 2005).

Al lipopolisacarido (LPS) se le denomina endotoxina, estd conformado por un lipido
A, el cual es la porcion toxica, ya que estd inmerso en el centro de la membrana por ende
solo ejerce sus efectos toxicos cuando la célula es lisada, ya sea por ataque del
complemento y fagocitosis, o por lisis celular como consecuencia de la accion de
antibioticos. Este lipido A, se une covalentemente al nticleo polisacarido (core o region R),
constituido por el conjunto de unas hexosas y monosacaridos llamados dideoxiaztcares. El
core esta unido al antigeno O, formado por una serie de cuatro azicares que se repiten

(especificos de cada bacteria) (Bermejo y Duarte, 2003) (Figura 2)
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Figura 2. Estructura  del lipopolisacérido bacteriano (LPS). (Modificado de

http://pathmicro.med.sc.edu/fox/Ips.ipg)

Los neutroéfilos, eosinoéfilos y macréfagos, se encargan de eliminar a los patdégenos y
particulas extranas que entran al cuerpo mediante la fagocitosis y mas especificamente a
través de la explosion respiratoria, en la cual se producen una gran cantidad de especies
reactivas de oxigeno (ROS) como radicales libres y aniones superoxido, que son utiles en la
degradacion de dichas particulas y patéogenos fagocitados. Las ROS son activadas por
interleucina-5, factor C5a, leucotrieno B4, PAF, complejo de inmunoglobulinas G y A,

forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), entre otros (Ezeamuzie y Talism, 2006).

El PMA es un activador de la proteina quinasa C (PKC) y su importancia radica en
que posee un dominio de accion similar al del diacilglicerol (DAG, es una molécula del
espacio intracelular que actua como mediador de comunicacion celular) y puede mimetizar

los efectos de este ultimo como molécula senalizadora en la ruta de la fosfolipasa C
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utilizada por activadores fisioldégicos como C5a y PAF (Ezeamuzie y Talism, 2006). De
alli, que el PMA es un activador no natural que ha sido ampliamente empleado en el
estudio de estos mecanismos de sefializacién que involucran a la PKC y por ende, un
potente estimulador de la produccion de ROS en las células. Este compuesto también es
capaz de estimular la produccion intracelular de AMPc (Adenosin monofosfato ciclico, el
cual es un nucledtido que funciona como segundo mensajero en varios procesos

biologicos.) (Ezeamuzie y Taslim, 2006). (Figura 3)

OH

Figura 3. Estructura del forbol 12-miristato 13-acetato (PMA). (Tomado de

http://www.lclabs.com/PRODFILE/P-R/P-1680.php4)

4. Mediadores de la respuesta inflamatoria: especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.
Para protegerse del desafio oxidativo, las células han desarrollado mecanismos de
defensa que garantizan un equilibrio adecuado entre moléculas pro- y antioxidantes. Bajo

condiciones fisioldgicas normales, existe un equilibrio homeostatico entre la formacion de



especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés reactive oxygen species) y su
remocion, por compuestos antioxidantes enddgenos (Asehnoune y col, 2004).

Durante la respuesta inflamatoria, las células fagociticas; neutrofilos, macroéfagos y
monocitos, al ser activados pueden generar compuestos oxidantes que les ayudan a eliminar
los microbios fagocitados o que estén en el ambiente extracelular. Algunos de estos
compuestos conocidos como mediadores inflamatorios y que incluyen especies reactivas de
nitrogeno (RNS, del inglés Reactive Nitrogen Species) y de oxigeno (ROS, del inglés
Reactive oxygen species), tienen efectos que contribuyen no so6lo a la eliminacion directa de
patogenos, sino que contribuyen con el progreso del proceso inflamatorio pudiendo llegar a
producir dafios al tejido circundante. Esto se debe a que, son producidos por enzimas
inducibles, que no se encuentran activadas en células normales, y que producen grandes

cantidades de estos productos (Asehnoune y col., 2004).

4.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS).

La generacion de las ROS depende principalmente en la actividad de la membrana,
del complejo enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH, del ingles
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)-oxidasa y la mieloperoxidasa (MPO) del
sistema. Dicho sistema funcional facilita la transferencia de un electron citos6lico NADPH-
oxidasa al oxigeno molecular para producir aniéon superoxido (O;). Las citocinas
bioactivas, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o, por sus siglas en inglés Tumor
Necrosis Factor alpha), estan implicados en la regulacion de la actividad NADPH-oxidasa
en linfocitos polimorfonucleares. TNF-a conduce al proceso de degranulacion (liberacion

de histamina) (Rysz y col., 2006).
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Las especies reactivas de oxigeno (ROS), como el anidén superoxido (Oy) y el
peréxido de hidrogeno (H,O;) se producen en las células aerdbicas, ya sea como
subproductos durante el transporte de electrones mitocondrial, por varias oxidorreductasas
o por oxidaciones de metabolitos. También se ha determinado que estas especies participan
en la sefalizacion celular (Forman y Torres, 2002).

De las ROS producidas en los tejidos, el H,O, actualmente parece ser la especie mas
importante en términos de sefalizacién. Esta molécula es capaz de activar respuestas
diversas y especificas en la célula proporcionando un mecanismo coherente con un papel
fundamental en la sefializacion redox (Forman y Torres, 2002). Se ha demostrado que ésta
especie estd involucrada en la activacion de quinasas intracelulares, incluidas MAPKs,
PKC y proteinas quinasas B (PKB), gracias a que es inducida por la interaccion de factores
de crecimiento y citocinas, con sus receptores (Strassheim y col., 2004).

El superéxido por su parte, es producido por diversas vias, que incluyen la
respiracion celular normal, leucocitos polimorfonucleares activados, células endoteliales y
el flujo de electrones a nivel mitocondrial. Bajo condiciones fisioldgicas la reactividad
bioldgica de este radical estd controlada por la superdxido dismutasa (SOD), pero durante
inflamaciones agudas o cronicas éste es producido a tasas que superan la capacidad de este
sistema de defensa, resultando en dafios mediados por este radical. Algunas de las
funciones del superdxido incluyen dafio de las células endoteliales e incremento en la
permeabilidad microvascular, incremento en moléculas de adhesion como ICAM-1 y P-
selectinas, destruccidon autocatalitica de neurotransmisores y hormonas, peroxidacion
lipidica (el cual es bien conocido como dafio oxidativo de los lipidos debido a radicales

libres, segun Di Giulio en 1991) y oxidacion. También es capaz de activar factores de
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transcripcion como el factor de activacion nuclear NF-xB y la proteina activadora-1 (AP-1),
que regulan varios genes pro-inflamatorios (Salvemini y col., 2006).

Hay diversos mecanismos por los cuales los fagocitos activados producen agentes
oxidantes; uno de ellos es mediante la oxidasa dependiente de nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH). Esta enzima cataliza la oxidacién del NADPH en presencia
de oxigeno, y los electrones liberados interactian con oxigeno molecular causando su
reduccion, formando anién superoxido (O;’). Una nueva adicion de electrones al anidon O,
lo convierte en perdxido de hidrégeno (H,0O,), que puede ser reducido al mas activo de los
radicales de oxigeno, el radical hidroxilo (HO") (Figura 4) (Ward y Lentsch, 1999;

Janeway y col., 2005).

SOD Catalasa

l Cu () l Fe (1)

02_-' 02.' E— H202 __-'H20+02

MNADH/NADPH oxidasa

Xantina oxidasa e
Lipoxigenasa NO Reaccion de
Cicloxigenasa Oxidacion
P-450 monooxigenasa

Fosforilacion Oxidativa

) 'ONOO-

‘OH|

Figura 4. Mecanismos de produccion de especies reactivas de Oxigeno (ROS). (Nomenclatura: O, radical
anion superoxido; H,O, peroxido de hidrogeno; OH radical hidroxilo; ONOO™ peroxinitrito; SOD, superoxido

dismutasa) (Tomado y modificado de www.chinaphar.com/1671-4083/25/figs/977f1.jpg).
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4.2. Especies reactivas de nitrégeno.

Asimismo, el 6xido nitrico (NO) es un radical libre, de vida corta que participa en
diversos procesos bioldgicos, como la regulacion de los vasos sanguineos, la inflamacion,
la neurotransmision, y de la apoptosis. NO es ampliamente utilizado como una molécula de
sefalizacion en las células por todo el cuerpo, llevando a cabo numerosas funciones, pero
sobre todo la regulacion de tono vascular y el flujo de sangre local. En general el NO causa
vasodilatacion local y el aumento de suministro de oxigeno. (Nagy y col., 2007). EI NO se
sintetiza a partir de L-arginina en una reaccion catalizada por una familia de enzimas 6xido
nitrico sintetasa (NOS). La enzima NOS activa es un tetrdmero formado por dos proteinas
NOS calmodulina y dos moléculas. La conversion de L-arginina a NO y L-citrulina
también requiere NADPH y O, como cosubstrato y (6R)-tetrahidrobiopterina (BH4), FAD,
FMN vy hierro protoporfirina IX como cofactores (Korhonen y col., 2005).

Existen 3 isoformas de la oxido nitrico sintasa (NOS), siendo tanto la isoforma
endotelial (eNOS) también conocida como tipo III (NOS3), como la isoforma neuronal
(nNOS) también denominada tipo I (NOSI), ambas calcio-dependiente y se expresan
constitutivamente (cNOS). Dichas isoformas median la producciéon de NO en cantidades
bajas y fisiologicas, para actuar como sefializador molecular (Moncada y col., 1997)
(Figura5).

La otra isoforma es la inducible (iNOS) conocida también como de tipo II (NOS2),
es calcio-independiente, en la cual su expresion puede ser inducida, en células como
macrofagos, hepatocitos, neutréfilos, misculo liso y endotelio; la induccion se produce

como respuesta a diferentes estimulos tales como el interferon gamma (IFN-a), el factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el lipopolisacarido bacteriano (LPS). Esta isoforma se
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sintetiza de novo al ser estimuladas las células y cataliza la produccion de gran cantidad de
NO, que puede ser toxico en ciertas circunstancias o para ciertos grupos celulares

(Moncada y col., 1997).

Isoformas de la sintasa de 6xido nitrico

o & ¥

NOS endotelial
(NOS3 o0 eNOS)

J

NO

NOS neuronal
(NOS1 o nNOS)

J

NO

NOS inducible
(NOS2 0 iNOS)

l

NO

* Mantiene la presion » Defensa del
sanguinea hospedador

« Inhibe la adhesién | » Neurotransmisor | * Inflamacion y dolor

leucocitaria * Destruccion del
« Inhibe la teiido

agregacion

plaquetaria

Figura 5. Isoformas de la sintasa de 6xido nitrico. (Modificado de Abramson y col., 2001).

El 6xido nitrico reacciona de forma rapida con el superoxido (O;) y es convertido
en anidon peroxinitrito (ONOQO"), que es altamente reactivo con grupos tiol y formando
ademas especias toxicas. Por ultimo, el anidn peroxinitrito es metabolizado a nitritos
(NOy) y nitratos (NOs’), que son productos estables y que sirven como marcadores

convenientes cuantitativos de 6xido nitrico (Figura 6) (Ward y Lentsch, 1999).

Por ello, la cuantificacion de los radicales de oxigeno y nitrogeno son importantes

para entender los elementos iniciales del proceso inflamatorio.
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Figura 6. Mecanismos de produccion de oxidantes por células fagociticas

(Modificado de Ward y Lentsch, 1999).
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Figura 7. Esquema general del metabolismo de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno por células

inflamatorias. NOS= Sintasa de NO MPO = Mieloperoxidasa SOD = Superoxido dismutasa. (Modificado

de Folkerts, 2001)
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ANTECEDENTES

1. Productos naturales usados en la inflamacion.

Los productos naturales han sido de incalculable valor como herramientas para
descifrar la légica de la biosintesis y como plataformas para el desarrollo de farmacos de
primera linea (Clardy y Walsh, 2004). Los productos naturales pueden definirse como una
sustancia quimica que esta presente o es producida por un organismo vivo. Este término
se utiliza cominmente en referencia a las sustancias quimicas que se encuentran en la
naturaleza y que tienen efectos farmacologicos distintivo. Para su uso como medicamento,
estas sustancias deben ser probadas tanto en animales como humanos, demostrando su
inocuidad. Entonces, se destinan a la administracioén al hombre o a los animales, con fines
de curacion, atenuacion, tratamiento y prevencion de ciertas enfermedades o sus sintomas
(Rios y col., 2004).

Muchos de los compuestos utilizados en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con la inflamacién, son obtenidos de los extractos acuosos de plantas y otros
organismos; y ¢éstos incluyen diversos quimicos naturales como fenoles, terpenoides,
alcaloides, esteroides, glicdsidos y carbohidratos. Sin embargo, la complejidad de muchos
productos naturales puede limitar el alcance de las modificaciones quimicas para optimizar
su uso terapéutico (Clardy y Walsh, 2004).

2. Metabolitos aislados de origen vegetal.

Entre las sustancias con actividad bioldgica, los terpenoides son el grupo de
compuestos aleloquimicos mas importante y prometedor ya que se encuentran en
cantidades apreciables en plantas de diversas familias, es el grupo que presenta una mayor
diversidad estructural e incluye aceites esenciales, resinas, fitoesteroides, piretrinas de

origen natural y saponinas (Caballero, 2004).
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Los terpenoides son compuestos formados por unidades de isopreno. Todos los
terpenoides, tanto los que participan del metabolismo primario como los mas de 25.000
metabolitos secundarios, son derivados del compuesto IPP (isopentenilpirofosfato o "5-
carbono isopentenil difosfato") que se forman en la via del 4cido mevalonico. Este es un
grupo grande de metabolitos con actividad bioldgica importante (Goodwin, 1971). Entre los
diterpenos, se han conseguido hasta diez compuestos antiinflamatorios, mientras que los
sesterterpenoides (compuestos tipo manoalida, tipo scalaradial y tipo cacospongion6lidos)

poseen en su mayoria efecto sobre la fosfolipasa A2 (Keizers y Davies-Coleman, 2005).

La sintesis de los diterpenoides se realiza por dos vias: via acetil CoA o via del
acetato mevalonato; en ambas, el precursor isopentenil PP representa la unidad isoprénica
base de los compuestos. Luego continuara la sintesis con las formaciones sucesivas de
geranil PP, farnesil PP y geranil geranil PP. Este ultimo compuesto, se ciclisa para formar
el ent-kaureno o kaureno. Por accion de monoxigenasas (citocromo P450), el C19 del ent-
kaureno es oxidado a alcohol (ent-kaurenol), seguidamente a aldehido (ent-kaurenal) y para
finalizar a 4cido (&cido ent-kaurenoico), a nivel de la membrana del reticulo endoplasmico.
En un paso posterior, el anillo B se contrae por expulsion del C7 pasando de un anillo de 6
carbonos a otro de 5, formando el gibano, luego por oxidacion en C7 se forma el GA12
aldehido (Figura 8) (Soberdn y col., 2000), compuesto cuya estructura es similar a la del

compuestos a evaluar conocido como Micanol.
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Figura 8. Biosintesis de diterpenoides. (Modificado de Soberdn y col., 2000).

La quercetina (nomenclatura IUPAC: 2-(3,4- dihydroxyphenyl)- 3,5,7- trihydroxy-
4H- chromen- 4-one) es un potente antioxidante debido a que puede quelar los iones
metalicos, y muy importante posee la capacidad de capturar los radicales libres de oxigeno
(Bors y col., 1990). Este compuesto polifenodlico y bioflavonoide es importante en la dieta

humana, tiene propiedades anti-inflamatorias (Stewart y col., 2008).

3. Metabolitos aislados de plantas del genero Croton.

Las plantas del género Croton, familia de las Euphorbiaceae, han sido usados como
plantas medicinales en la cultura folklérica de los pueblos indigenas venezolanos, en
tratamientos antiinflamatorios, para molestias gastrointestinales, y como analgésicos
(Sudrez y col., 2006). Dentro de este género existen especies como la Croton cuneatus y
Croton malambo que han sido estudiadas por la Dra. Sudrez y col., 2006 demostrandose su
accion como antiinflamatorios. Asimismo, de exudados resinosos extraidos de la especie

Croton cuneatus, se han identificado hasta 30 compuestos presentes (Suarez y col., 2003).
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Extractos acuosos de esta planta mostraron en dosis de 7 mg/kg un significativo
efecto antiinflamatorio en comparacion con drogas no esteroides como el ketoprofeno, el
diclofenaco sédico y AAS (acido acetilsalicilico) (Suarez y col., 2006). El analisis de
aceites esenciales de C. malambo mostré la composicion de 36 constituyentes incluidas
trazas, en la que el metil eugenol (65,4%), metil Isoeugenol (6,3%), elemicine (4,7%),
isoelemicine (3,4%), veratral (3,0%) y cadinol (4,1%) fueron los componentes principales
(Suarez y col., 2005).

Estudios previos realizados por Carrera en 2008, dentro del Instituto de
Inmunologia de la Universidad Central de Venezuela, en los que se evalud el efecto
antiinflamatorio de otros compuestos como kaurenol, kaurenal, acido kaurenoico, acido

grandiflorénico y 15-« -cinamoil-kaurenoico, mostraron que estos compuestos poseen

actividad antiinflamatoria (Carrera, 2008).

5. Compuestos Kauranos a evaluar: Micanol, KAJ y Deoxo-geayine
Los compuestos que se van a utilizar en este trabajo son Micanol, KAJ y Deoxo-
geayine, estos compuestos recientemente extraidos a partir de extractos de C. micans una
planta de la familia Euphorbiaceae, del genero Croton. Investigadores del grupo de trabajo
de la Dra. Suarez, de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela estan
trabajando en la Etnoboténica de dicha planta. No obstante, las estructuras dilucidadas hasta
el momento (Figuras 9, 10 y 11), muestran similitud con los compuestos diterpenoides,

explicados anteriormente.
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Figura 9. Micanol. Estructura quimica elaborada bajo el programa ACD/ChemSketch (V 12.01),

segun datos suministrados por Dra. A. Suarez.
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Figura 10. KAJ. Estructura quimica elaborada bajo el programa ACD/ChemSketch (V 12.01),

segun datos suministrados por Dra. A. Suarez.
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|| Deoxo-geayine

Figura 11. Deoxo — geayine. Estructura quimica elaborada bajo el programa ACD/ChemSketch (V

12.01), segtin datos suministrados por Dra. A. Suarez.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
* El objetivo general es estudiar el posible efecto antiinflamatorio de los compuestos
extraidos de plantas del género Croton: Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre leucocitos

humanos y muridos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Determinar el efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre las lineas celulares
leucémicas Jurkat E6.1, U937; macréfagos maridos RAW 264.7 (estimulados con LPS) y
leucocitos humanos (estimulados con PMA), evaluando la viabilidad, mediante el método
de MTT.

2.- Determinar el efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre la produccién de
especies reactivas de oxigeno en leucocitos humanos estimulados con PMA.

3.- Determinar el efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre la produccion de 6xido
nitrico (NO) en macréfagos miridos RAW 264.7 estimulados con LPS.

4.- Evaluar la actividad captadora del radical 6xido nitrico por los compuestos Micanol,
KAJ y Deoxo-geayine, mediante el ensayo con Nitroprusiato de Sodio (NPS).

5.- Evaluar la actividad antioxidante de los compuestos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine,

mediante la reduccion captadora del radical DPPH.
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MATERIALES Y METODOS

1. Preparacion de reactivos
1.1. Preparacion de los medios de cultivo suplementados (RPMI y Dulbecco)

Los medios de cultivo RPMI 1640 (Invitrogen®) y Dulbecco (Invitrogen®), fueron
preparados segun las instrucciones del fabricante y esterilizados, se suplementaron con
penicilina G (100 unidades/mL); sulfato de estreptomicina (100000 pg/mL), L-glutamina
(0,3 mg/mL) y 10 % de suero bovino fetal previamente inactivado por calor a 56 °C.

1.2. Preparacion del buffer salino fosfato suplementado (PBS gel)

El buffer salino fosfato se preparo a pH 7 + 0,2 en agua destilada, para que su
composicion final sea la siguiente: Na,HPO4 (86,7 mM), NaCl (2 M) y K,HPO4 (13,05
mM). Una vez preparado se esterilizo por filtracion y se preservo a 4 °C. La gelatina se
preparo al 10 % p/v en agua destilada, y adicionalmente glucosa y 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), cantidad necesaria para obtener concentraciones finales
de 0,5 M y 0,2 M, respectivamente.

1.3. Preparacion de la solucion de lisis

Esta solucion fue preparada en agua destilada autoclavada, empleando NH4Cl para
una concentracion final de 1,5 M, EDTA (12,66 mM) y NaHCO3 (0,1 M). Conservandola
a 4 °C, y para el momento de su utilizacion se diluyo al 10 % en agua destilada autoclavada.
1.4. Preparacion de las soluciones de los compuestos

Los compuestos fueron disueltos en dimetilsulfoxido puro (DMSO, es un liquido
organico usado como solvente, el cual es aprético y altamente polar, por ello, es miscible
tanto con el agua como con solventes orgdnicos como alcoholes, cetonas entre otros),
cantidad necesaria para obtener una solucion concentrada 0,1 M, a partir de la cual se

prepararon las siguientes diluciones en agua destilada estéril: 1000 pM, 500 uM, 250 uM,
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100 uM, 25 uM, 10 uM, y 2,5 uM, Estos compuestos se conservaron a 4 °C, y fueron

empleados en los ensayos, previa agitacion con vortex.

2. Cultivos celulares

Para este estudio se emplearon leucocitos humanos obtenidos de sangre total, y
varias lineas celulares. De origen murido se utilizo la linea celular RAW 264.7
(macrofagos), y de origen humano las células leucémicas U937 (linfoma monocitico),
Jurkat E6.1 (células T linfoblasticas). La linea celular murida fue mantenida en medio
Dulbecco suplementado y las lineas celulares humanas en medio nutritivo RPMI 1640
suplementado; todas las lineas se mantuvieron incubadas en una atmosfera himeda con 5 %
de CO2, oxigenoy a 37 °C.

En el caso de la linea celular adherente RAW 264.7, fueron retiradas del frasco de
cultivo mediante choque térmico utilizando PBS gel frio, y luego fueron tratadas como las
demas lineas celulares.

Tanto las células obtenidas de cultivo, como los leucocitos frescos, fueron contadas
al microscopio por el método de exclusion con azul de tripano, empleando la cdmara de
Neubauer. Es importante mencionar que sélo se emplearon suspensiones celulares que

tengan una viabilidad superior al 95 %, determinada por el conteo con azul de tripano.

3. Purificacion de leucocitos humanos

La purificacién de leucocitos humanos a partir de sangre total anticoagulada con
heparina, (obtenida de donantes voluntarios del Instituto de Inmunologia, a los cuales se le
informo debidamente del protocolo a seguir) se llevo a cabo mediante lisis diferencial,

técnica en la que se utilizan reactivos que lisan s6lo determinados grupos celulares. Esta
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solucion de lisis constituida por NH4Cl, NaHCO3; y EDTA (Duque y col., 1985; Lund-
Johansen y Olweus, 1992; Lehmann y col., 1997; Lara y col., 1997), con la que se
producira el shock osmotico de los eritrocitos de la sangre, a partir de la cual, en la mezcla
quedan los leucocitos de interés y plaquetas, estos ultimos fueron separados mediante

centrifugacion diferencial.

4. Conteo, observacion y determinacion de viabilidad de las poblaciones celulares por
marcaje con azul de tripano

Este método se basa en una caracteristica que diferencia las células viables de las no
viables, ya que en las células muertas hay pérdida de la funcién de transporte a lo largo de
la membrana plasmadtica asi como de su integridad, lo que permite que el colorante que
penetra en su interior no pueda ser excluido, tiiendo su contenido de color azul oscuro
(Schmid y col., 2001). Consistira en agregar en un contenedor apropiado 20 pL de la
suspension celular mas 20 pL de colorante, mezclando con la micropipeta y colocandola en

la camara de Neubauer.

5. Determinacion del efecto de compuestos kauranos sobre la inhibicion de la

produccién de éxido nitrico en macrofagos maridos RAW 264.7 (método de Griess).

El método de Griess (Green y col., 1982; Dirsch y col., 1998; Gannon y col., 2001),
sera usado para observar el efecto de los compuestos estudiados, sobre la produccion de
nitrito en macroéfagos maridos RAW 264.7 pre-tratados con dichos compuestos y activados
con lipopolisacarido de E. coli (LPS), ya que el radical 6xido nitrico producido por las

células estimuladas, es rdpidamente metabolizado en los productos estables nitrito y nitrato
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(Moshage, 1997). Para este ensayo se colocé un volumen de 180 uL de las células (5 x 10°
cél/pozo) resuspendidas en medio Dulbecco suplementado, y se pre-incubaron por 1 hora
con 20 pL de los compuestos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, Yy posteriormente
estimularon con 50 pL de LPS (100 ng/mL concentracion final) en placas ELISA de 96
pozos fondo plano. Luego de 72 horas de incubacion a 37 °C y atmosfera con 5 % CO2, se
extrajeron 120 puL de los sobrenadantes conteniendo el nitrito producido por las células, los
cuales al reaccionar con 60 pL de sulfanilamida (2,5 % v/v en acido fosforico), originaran
una sal diazdica de color amarillo, que formara con el segundo reactivo de Griess, la
naftiletilendiamina (0,1 % v/v en solucién acuosa), el producto Azo de color rosado se
cuantifico a una longitud de onda de 540 nm, utilizando un lector de placas ELISA (Dirsch
y col., 1998). También se determino el porcentaje de viabilidad por el método de reduccion
del MTT. Los valores de absorbancia de los blancos, fueron restados a los pozos

remanentes, y el porcentaje de inhibicion fue calculado de acuerdo a la formula:

% Inhibiciéon de Nitrico= 1- | Nmx |[x 100
Nc

Nc: Nitrito en los grupos controles tratados con LPS (Controles estimulados).
Nmx: Nitrito en los grupos tratados con los compuestos y luego estimulados con LPS.
Finalmente, el contenido de nitrito de las células tratadas serda comparado con los controles

estimulados y los ICsg serdn calculados mediante regresion no lineal.
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6. Ensayo de viabilidad celular: Reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

Este ensayo consiste en la reduccion de la sal de color amarillo bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), en cristales de formazan de color azul, los
cuales al ser disueltos en DMSO pueden ser cuantificados espectrofotométricamente,
posteriormente se centrifugd a 900 g, y se descarto el sobrenadante. Se agregaron 20 pL de
PBS para el lavado de las células, para posteriormente se adicionaron 50 pL de MTT (0,4
mg/mL en PBS). Después de 4 horas de incubacion a 37 °C con dicho reactivo, se
centrifugd y se le extrajo el sobrenadante, seguido se adicionaron 200 pL. de DMSO, y se
ley6 a la densidad optica a 540 nm en un lector de ELISA (con agitaciones previas). El
ICso fue calculado mediante regresion no lineal (para ello se utilizo el programa Prism

version 4).

7. Actividad captadora del radical 6xido nitrico (NPS)

La oxidacion por radicales libres y peroxidacion lipidica en sistemas biologicos ha
sido considerada como uno de los principales mecanismos de dafio celular en organismos
aerdbicos sometidos a estrés oxidativo (Olalye y Rocha, 2007). Los donadores de 6xido
nitrico son sustancias farmacologicamente activas que liberan NO in vivo o in vitro, y la
mayoria de ellos tiene un grupo nitroso funcional en su estructura.

El nitroprusiato de sodio (NPS, Na,[(CN)sFeNO],H,0) es uno de ellos, y éste al
interactuar con un agente reductor o en presencia de luz libera el NO (Marcocci y col.,
1994; Bonaventura y col., 2006). En solucion, una vez formado el NO, y en presencia de

oxigeno, éste es convertido en nitrito, que puede ser cuantificado por el ensayo de Griess
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(Green y col.,, 1982). Pero cuando en el medio hay sustancias capaces de captar
directamente el NO, éstas compiten con el oxigeno en la reaccion de formacion de este
radical, disminuyendo asi la cantidad de NO formado (Sreejayan y Rao, 1997). A fin de
conocer si los compuestos estudiados poseen actividad captadora de 6xido nitrico, se utilizé
un ensayo libre de células, en el cual se incubaron los compuestos en placas ELISA de 96
pozos fondo plano. Para ello se coloco 20 pL de los compuestos kauranos con 180 pL de
NPS (2,5 mM concentracion final) disuelto en RPMI, durante dos horas en presencia de luz
incandescente continua y con agitacion, y luego se procedi6é a determinar la cantidad de

nitrito presente en los sobrenadantes, por el método de Griess descrito previamente.

8. Meétodo de reduccidn del azul de nitrotetrazolio (NBT)

La reduccion del azul de tetrazolio (NBT) puede ser utilizada para medir las
capacidades redox de células fagociticas estimuladas (Baehner y col., 1976; Esfandiari y
col., 2003), ya que en esta reaccion, la formacién de un anillo insoluble de formazan azul,
refleja la accion de una oxidasa de la Nicotinamida - Adenina Dinucledtido fosfato
(NADPH, por sus siglas en inglés) o NADH dependiente de oxigeno (Choi y col., 2006) en
células metabolitamente activas. El método del NBT se utilizo para cuantificar la variacion
en la produccién de anidén superdxido, consecuencia de la posible inhibicion producida por
los compuestos estudiados, sobre la cascada de reacciones pro-inflamatorias inducida por el
PMA (forbol 12-miristato 13-acetato). El procedimiento se llevo a cabo de acuerdo al
protocolo planteado por Rook y col. (1985), con las modificaciones descritas por Rainard
en 1986, para placas de ELISA.

En este ensayo se incubo durante 45 min. un volumen de 180 pL de suspension

celular (3 x 10° cél/pozo en PBS gel) con 20 pL de las concentraciones crecientes de los
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compuestos kauranos en placas ELISA fondo plano, y posteriormente se adicion6é 50 uL de
la mezcla NBT (0,75 mg/ml)/PMA (100 ng/mL) en PBS, luego se incub6 a 37 °C durante 2
horas adicionales. Transcurrido este tiempo se realizaron 2 lavados de los pozos empleando
200 pL de PBS, y un ultimo lavado con la misma cantidad de metanol puro, para, una vez
retirado todo el metanol, dejarlos secar al aire, y adicionar 90 puLL de hidroxido de potasio
(KOH) (2 M) y 160 pLL de DMSO puro. La agitacion de estas placas fue durante 30 minutos
(en algunos casos, durante toda la noche) lo cual permitié disolver los cristales formados en
el fondo de los pozos, y el posterior registro de su D.O. a 620 nm en el lector de placas
ELISA. Luego se calculo el ICs, para los compuestos (programa estadistico Prism version
4). Los valores de absorbancia de los blancos, fueron restados al resto de los pozos, y el
porcentaje de inhibicion fue calculado de acuerdo a la férmula:

% Reduccion del NBT = | Abs. Muestra | x 100
Abs. Control

Abs. Muestra: Absorbancia de los leucocitos tratados con los compuestos y estimulados con PMA.

Abs. Control: Absorbancia de las células estimuladas con PMA, no tratadas con los compuestos.

9. Ensayo de la capacidad oxidativa: Determinacion de especies reactivas de
oxigeno intracelular por citometria de flujo
En este ensayo, descrito por Bass y col. en 1983, se utilizo el diacetato de 2'7'-
diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA), que es permeable a la membrana de las células,
este compuesto entra al interior celular donde ocurre el clivaje de sus grupos acetato por
esterasas inespecificas presentes en el medio intracelular, produciendo un compuesto
impermeable no fluorescente, que es la diclorodihidrofluoresceina (DCFH, por sus siglas en

inglés). Una vez que las células son estimuladas con PMA, el peréxido de hidrogeno
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producido (H,O;), a causa de la estimulacion, es capaz de oxidar el compuesto a un
producto fluorescente la diclorofluoresceina (DCF, por sus siglas en inglés), cuya
concentracion intracelular puede ser determinada por citometria de flujo. Las longitudes de
onda de excitacion y de emision fueron 488 nm y 525 nm, respectivamente.

El ensayo se llevo a cabo en oscuridad y consisti6 en incubar en tubos de
citometria: 50 puL de las concentraciones crecientes de cada compuesto kaurano (Micanol,
KAJ y Deoxo-geayine) y 450 pL de suspension de leucocitos frescos (5 x 10° cél/tubo)
durante 30 minutos. Posteriormente, se adicionaron 20 uL. de DCFH-DA (0,25 mM disuelto
en etanol absoluto, y diluido en PBS) posteriormente se incubaron en bafio de agua a 37 °C
durante 10 minutos. Luego se adicionaron a los tubos, 20 pL de PMA (100 ng/mL
concentracion final) en PBS, luego, y se procedid a incubar durante 15 min. en bafio de
agua a 37 °C, al cabo de los cuales se detuvo la reaccion colocando los tubos en hielo hasta

la lectura en el citometro.

10. Determinacién del potencial de captacion de radicales libres mediante el uso de
DPPH

Este ensayo descrito por primera vez en 1958 por Blois, se basa en las propiedades
cromaticas del compuesto 1,1-difenil-2-picrylidrazil (DPPH), un radical catidnico estable,
debido al electron que se encuentra deslocalizado sobre la molécula en su totalidad, de
modo que no permite que la molécula dimerice, como en el caso de la mayoria de los
radicales libres (Molyneux, 2004; Washida, 2007). Esta deslocalizacion también da origen
a un color violeta oscuro, que en una solucion de etanol tiene una longitud de onda de

maxima absorcion a 517 nm.
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Entonces, cuando una solucion de DPPH es mezclada con una sustancia capaz de
donar un atomo de hidrégeno, esto origina la forma reducida (no radical) del compuesto
con la pérdida del color violeta. Brevemente, se colocaron 20 pulL de los compuestos
estudiados en placas ELISA fondo plano, y se les adicionaran 50 pL. de buffer Tris-HCI
(100 nM; pH 7,6) y 130 uL de DPPH (75 uM concentracion final) en etanol, y luego de
agitar durante 30 minutos, se procedio a leer la absorbancia a 540 nm. Todo en oscuridad.
El acido ascorbico y la quercetina en una concentracion de 10 mM fueron usados como

controles positivos ya que son anti-oxidantes comercialmente conocidos.

11. Ensayo de proliferacion por citometria de flujo

Con la finalidad de determinar el efecto de los compuestos estudiados sobre la
proliferacion celular, se aplico una técnica de citometria de flujo basada en la division serial
y equitativa de un marcaje fluorescente. Este método emplea el cromoéforo
carboxifluoresceina succinimidil ester diacetato (CFSE-DA), descrito en 1994 por Lyons y
Parish, el cual es repartido con remarcable fidelidad entre las células hijas luego de ocho a
diez generaciones discretas pudiendo ser identificadas (Hasbold y col., 1999; Lyons, 1999;
Fazekas y col., 1999; Lyons, 2000). El CFSE-DA es permeable a la membrana gracias a sus
dos cadenas de acetato, las cuales una vez que el colorante ha penetrado al interior celular,
son removidas por esterasas intracelulares. Pero la carboxifluoresceina succinimidil éster
resultante, tiene una tasa de salida de la célula muy baja, por lo que puede unirse
covalentemente a proteinas intracelulares del citoesqueleto mediante su molécula
succinimidil, la cual reacciona con grupos amino, formando un enlace amida altamente
estable (Parish, 1999). Este ensayo se llevo a cabo utilizando las lineas celulares Jurkat

E6.1 y U937 (5 x 105 cél/pozo), las cuales se incubaron en placas ELISA de 96 pozos
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fondo en U, con 20 pL de los compuestos kauranos y 180 puL del CFSE-DA (2,5 uM
concentracion final y diluido en RPMI), durante 72 horas a 37 °C y atmdsfera con 5 % de
CO2 en medio RPMI suplementado. Transcurrido el tiempo de incubacion, y al menos 10
minutos antes de realizar el analisis por citometria de flujo, se extrajo todo el contenido de
los pozos, y se coloco en tubos de citometria y se les adiciono 100 pL de ioduro de
propidio, con el fin de evaluar la viabilidad de las células.

Para el analisis de la proliferacion por citometria de flujo se estudiaron los
histogramas obtenidos por el equipo. En la figura 12 (izquierda) se aprecia un grafico de
dispersion lateral (SS, por sus siglas en inglés Side Scatter) contra dispersion frontal (FS,
por sus siglas en inglés Front Scatter), donde la region A representa la poblacion de células
de estudio; de esta region se hace un estudio de la variacion de la intensidad de
fluorescencia, el cual se observa en la figura 12 (derecha). En esta figura se toman el valor
de intensidad media de fluorescencia de la region D, en esta imagen se observan dos
curvas, una punteada representando el valor de intensidad media de fluorescencia del
control (células no tratadas con los compuestos kauranos) y otra curva de linea continua
que representa el valor de intensidad de fluorescencia de células tratadas con una
concentracion en particular de un compuesto kaurano (en este ejemplo, compuesto Micanol

10 uM).
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Figura 12. Se representa ¢l citograma de la linea celular a estudiar a la izquierda y el
histograma de proliferacion obtenidos por citometria de flujo. En la figura a, se observa la
ventana A, la cual representa la poblacion total de células. Por otro lado la figura b, muestra
el histograma 7:A, donde se visualizan los datos de interés, tomando como valores
relevantes la regién D, la cual nos provee informacion acerca de la intensidad media de
fluorescencia la cual se toma para el calculo del porcentaje de proliferacion, respecto al
control (células no tratadas con kauranos). Notese el desplazamiento hacia la derecha del
valor de intensidad para un compuesto, en relacion al valor de referencia control.
12. Estadistica

Todos los experimentos fueron llevados a cabo al menos por triplicado. Los
resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar (S.D.). La significancia
estadistica de los datos fue analizada usando un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
seguida por la prueba de comparaciones multiples Bonferroni, donde p <0,05 6 p <0,01
seran consideradas estadisticamente significativas. Los valores medios geométricos ICsy,
acompafiados por su respectivo limite de confianza 95%, fueron determinados por una

regresion no lineal de los experimentos individuales usando el programa estadistico Graph

Pad Prism, version 4.
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RESULTADQOS

1. - El efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre las lineas celulares Jurkat E6.1
y U937, ensayo de viabilidad celular: Reduccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en células leucémicas humanas:
1.1.- Linea Jurkat E6.1

A continuaciéon, se muestran los resultados del andlisis espectrofotométrico en
placas de ELISA, donde se estudi6 el efecto de los compuestos Micanol, KAJ y Deoxo-
geayine sobre la viabilidad de células Jurkat E6.1. Las células fueron incubadas en las
condiciones anteriormente expuestas, durante 24 horas con un minimo de 5 concentraciones
por compuesto.
Tabla 1. El efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre la linea celular leucémica

Jurkat E 6.1, ensayo de viabilidad celular en 24 horas de incubacion: Reduccion del

MTT.
Concentracion (uM) % de Viabilidad celular (respecto al control )
Micanol KAJ Deoxo - geayine Quercetina
0,25 97,5+2,8  99,6+1,2 105,5+5,1 .
1 99,3+3,9 101,241, 100,8 + 4,1 ;
2,5 954+56  881%55 99,2+ 4,1 103,4+ 2,6
10 60,883  90,5+7,2 93,6+5,5 106,9 2,1
25 47,4+25  855% 3,3 89,249, 78,6 45,5
50 302+3,9  83,6%85 83,454 60,5 t 4,5
100 11,8424 7856, 81,2+7,1 55,6 +2,8

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control (100%), siendo los
promedios = SD para un n = 4. Estos resultados se obtuvieron del analisis estadistico de los
porcentajes relativos al control, calculado con el uso del programa estadistico Graph Pad Prism,
version 4.
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Se puede observar en la tabla el efecto que muestran los compuestos sobre la
viabilidad de las células Jurkat E 6.1. Los cultivos fueron expuestos a concentraciones
crecientes de los compuestos kauranos e incubadas durante 24 horas, para luego medir
espectofotométricamente la cantidad de MTT reducido por las células metabdlicamente
activas (n = 4). En la tabla 1, se observa que el compuesto Micanol a la mayor
concentracion evaluada (100 uM) tiene un efecto inhibitorio importante (de
aproximadamente 90%) sobre la viabilidad de estas células, en comparacion con los demas

compuestos.

Tabla 2. Valores del 1Csy en el porcentaje de viabilidad sobre células Jurkat E 6.1, a

través del método reduccion del MTT (24 horas).

Compuesto IC50
Micanol 28 uM
KAJ >100 uM

Deoxo-geayine | > 100 uM

Quercetina 103 uM

En la tabla 2 se expresan los valores de ICsy calculados con el uso del programa
estadistico Graph Pad Prism, version 4, cada valor representa la mitad de la concentracion
maxima inhibitoria (del 50 %) del compuesto. De acuerdo a esto, puede notarse que el
compuesto Micanol ejerce su efecto inhibitorio maximo de la viabilidad celular sobre
Jurkat E 6.1, a una concentracion mucho menor, en comparacion a los demas compuestos,

los cuales ejercen dicho efecto por encima de la concentracion maxima evaluada (100 uM).
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Tabla 3. El efecto de los compuestos kauranos, sobre la linea celular leucémica Jurkat

E 6.1, ensayo de viabilidad celular 48 horas: Reduccion del MTT.

Concentracion (uM)

% de Viabilidad celular

0,25

2,5
10
25
50

100

Micanol

103,45 +0,77

101,35+ 2,79

94,98 + 6,26

62,98 +4,13

63,14 +3,41

35,44 + 2,85

21,18 + 2,14

KAJ

104,6 + 4,29

98,39+ 2,10

82,88+ 7,72

86,49 +1,17

90,34 + 2,20

79,56 + 1,81

51,28 + 2,26

Deoxo - geayine

100,05 + 3,08

97,28 + 3,68

96,68 + 2,46

95,6 + 3,42

88,21 +6,79

78,4 + 4,40

77,09 + 4,87

Quercetina

111,63 +£0,37
112,96 £1,90
69,4 + 3,52
68,84 + 1,36

61,53 +3,66

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control (100%), siendo los
promedios = SD para un n = 4. Estos resultados se obtuvieron del analisis estadistico de los

porcentajes relativos al control, calculado con el uso del programa estadistico Graph Pad Prism,
version 4. * Datos no obtenidos.

Tabla 4. Valores del 1Csy en el porcentaje de viabilidad sobre células Jurkat E 6.1, a

través del método reduccion del MTT (48 horas).

Compuesto IC50
Micanol 37,8 uM
KAJ 106,2 uM
Deoxo-geayine | > 100 uM
Quercetina > 100 uM

En la tabla 4 se observan los valores de I1Csg del efecto de los compuestos kauranos

sobre la viabilidad de células Jurkat E 6.1, es interesante observar que el efecto del Micanol
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varid con respecto a su comportamiento en el tiempo de incubacion 24 horas, ya que el

valor de IC50 a las 48 horas de incubacidén aumento lo cual, hace sugerir que efecto sobre la

viabilidad se ve afectado dependiente del tiempo.

Tabla 5. El efecto de los compuestos kauranos, sobre la linea celular leucémica Jurkat

E 6.1, ensayo de viabilidad celular 72 horas: Reduccion del MTT.

Concentracion (uM)

% de Viabilidad celular

0,25

2,5
10
25
50

100

Micanol

108,9+10,3

119,2+9,2

124,7 + 10,2

132,8+ 10,1

135,4+4,1

130,3+8,5

118 +12,4

KAJ

109+12,3

118,5+10,2

139,5+ 10,7

140,2 +9,1

150,4 + 11,1

110,6 £9,9

103,5+8,8

Deoxo - geayine

104,0+5,5

108,5+ 10,2

112,3+10,9

109,1 + 10,2

99,9+10,2

103,9+12,5

98,8+7,5

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control (100%), siendo los
promedios = SD para un n = 4. Estos resultados se obtuvieron del analisis estadistico de los
porcentajes relativos al control, calculado con el uso del programa estadistico Graph Pad Prism,

version 4. * Datos no obtenidos.

Tabla 6. Valores del 1Csy en el porcentaje de viabilidad sobre células Jurkat E 6.1, a

traves del método reduccion del MTT (72 horas).

Compuesto IC50
Micanol > 100 uM
KAJ > 100 uM
Deoxo-geayine | > 100 uM
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En esta tabla se puede observar que los valores de ICsy para de los compuestos
kauranos estan por encima de 100 uM, lo cual nos sugiere que el tiempo de incubacion es

un factor determinante en el efecto sobre la viabilidad de las células.

1.2.- Linea Celular U937

Se muestra a continuacion los resultados obtenidos para la evaluacion de los
compuestos kauranos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre la linea celular leucémica
U937. Estos resultados se obtuvieron bajo las mismas condiciones que para la linea celular
antes expuesta.
Tabla 7. El efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, sobre la linea celular U937,

ensayo de viabilidad celular en 24 horas: Reduccion del MTT.

o —
Concentracion (uM) Y% de Viabilidad celular (respecto al control )

Micanol KAJ Deoxo - geayine  Quercetina
0,25 116,6 + 8,8 104,9+9,3 112,0+7,8 - *

1 122,5+10,5 88,6 + 6,2 103,5+6,2 - *
2,5 130,5+ 15,2 90,0t 6,7 99,3+1,6 61,03 +0,37
10 118,2+6,1 92,2+11,4 95,1+4,1 43,56 + 0,12
25 105,4+7,1 90,6 +7,7 93,6 + 15,2 52,32+0,11
50 98,2 +6,3 88,316,1 89,916,2 33,83+0,14
100 96,2 +4,5 48,5+5,8 77,1+10,5 30,40 £ 0,08

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control (100%),
siendo los promedios = SD para un n = 4. * Valores no obtenidos.
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Estos resultados fueron obtenidos en la realizacion del ensayo de MTT en células
U937, incubadas en una atmosfera de 5 % de CO2 y 37 °C, durante 24 horas con los
compuestos kauranos (Micanol, KAJ y Deoxo-geayine). Los controles fueron incubados
utilizando agua como vehiculo. Como se puede apreciar segin la tabla 7 la viabilidad de
las células U937 se ve afectadas por los compuestos kauranos, observandose la disminucion
de los valores de porcentaje de viabilidad con respecto al control a medida que se
incrementa la concentracion de los compuestos, es decir, a mayor concentracion final del

compuesto, mayor es la disminucion de los valores promediados.

Tabla 8. Valores del 1Cso en el porcentaje de viabilidad sobre células U937, a traves

del método reduccién del MTT en 24 horas.

Compuesto IC50

Micanol > 100 uM

KAJ 96,8 uM

Deoxo-geayine | > 100 uM

Quercetina 26 uM

En la tabla 8 se muestran los resultados de ICsy obtenidos a través del analisis
estadistico con el uso del programa Graph Pad Prism, version 4, cada valor representa la
mitad de la concentracidn méxima inhibitoria (del 50 %) del compuesto. Los valores
obtenidos de ICsy para los compuestos Micanol y Deoxo-geayine se encuentran por encima

de 100puM, por su parte el compuesto KAJ muestra un comportamiento similar al
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presentado con las células Jurkat E 6.1 reportando un valor cercano a 100uM. Por ultimo la
quercetina mostro un efecto mas severo sobre la viabilidad de esta linea celular, respecto a

los otros compuestos (y en comparacion a su efecto sobre Jurkat E 6.1) reportando un valor

de ICsp bajo, 26 uM.

2. El efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, en macréfagos maridos RAW 264.7,

ensayo de viabilidad celular: Reduccion del MTT.

Este experimento se realizo paralelamente al ensayo de la determinacion del efecto
de los compuestos kauranos sobre la inhibicion de la produccion de oxido nitrico en
macrofagos muridos RAW 264.7 (método de Griess) como medida de la viabilidad de las
células al momento de efectuar dicho experimento y, adicionalmente, como medida de

confiabilidad de los resultados obtenidos.

Al finalizar este ensayo, se realizo una incubacion adicional de 4 horas con el MTT,
lo que permitio6 verificar el estado de las células. En todos los casos, el control de la prueba
fue observar el crecimiento de las células libres del efecto de algin compuesto, por ello, se
remplazé el volumen del compuesto por igual volumen de agua y se incubaron bajo las
mismas condiciones que las células tratadas con los compuestos. Sin embargo, no a todos
los controles se les agregd el estimulo LPS. De alli, que sélo los controles estimulados

sirvieron de base para los calculos posteriores.

40



Tabla 9. El efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, en macrofagos maridos RAW

264.7, ensayo de viabilidad celular en 24 horas: Reduccion del MTT.

Concentracion (uM)

% de Viabilidad celular (respecto al control )

Micanol
0,25 95,1+6,8
1 91,1+10,6
2,5 88,1+6,2
10 84,6+5,1
25 75,6 6,5
50 59,9+7,1
100 39,5+8,1

KAJ

109,6 + 10,8

112,5+4,2

99,8+ 3,3

106,7+1,9

105,9+2,6

99,9+7,4

95,6 +3,1

Deoxo - geayine

109,5+15,1

101,8+12,5

105,3+4,4

118,1+6,5

111,2+6,9

114,6 £12,9

92,3+8,8

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control (100%),

siendo los promedios + SD para un n > 4.

En la tabla 9 se muestra los resultados obtenidos en este ensayo, los compuestos

KAJ y deoxo-geayine, no parecen tener efectos sobre la viabilidad de los macréfagos

muridos RAW 264.7, mostrando una variacioén de sus valores poco significativa respecto al

control. Por otro lado, el compuesto Micanol muestra una disminucion creciente de los

valores de porcentaje de viabilidad a medida que se incrementa su concentracion, sin

embargo se presenta una disminucion significativa de sus valores en la concentraciéon mas

alta del compuesto (100 uM) donde se compromete la viabilidad de estas células en

aproximadamente un 40%.
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Tabla 10. Valores del 1Csy en el porcentaje de viabilidad sobre macrofagos muaridos

RAW 264.7, ensayo de viabilidad celular: Reduccion del MTT.

Compuesto IC50
Micanol 82,3 uM
KAJ > 100 uM

Deoxo-geayine | > 100 uM

En esta se muestran los resultados de 1Cso obtenidos a través del analisis estadistico
con el uso del programa Graph Pad Prism, version 4, cada valor representa la mitad de la
concentracion maxima inhibitoria (del 50 %) del compuesto sobre macrofagos muridos
RAW 264.7. En esta tabla puede distinguirse que el ICsy del compuesto Micanol esta por

debajo de los valores de ICsy de los demés compuestos.

3. Ensayo de viabilidad celular: Reducciéon del MTT, en leucocitos totales.

Este ensayo se realizd paralelamente al de la determinacion del efecto de los
compuestos kauranos sobre la inhibicion de la produccion de anion superoxido intracelular
en leucocitos totales (método de reduccion del NBT), como medida de la viabilidad de las
células al momento de efectuar dicho experimento y, adicionalmente, como medida de
confiabilidad de los resultados obtenidos. En este ensayo las células fueron incubadas
durante las 2 horas del ensayo de reduccion del NBT en las condiciones anteriormente

descritas, siendo estimuladas con PMA (100 ng/mL). Luego se procedi6 a realizar la
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incubacién de 4 horas con el reactivo MTT, de igual forma se tomo como controles las
células no tratadas con ningun compuesto, reemplazando el volumen del compuesto por
agua. No obstante, no a todos los controles se les agrego el estimulo LPS, de este modo,

solo los controles estimulados sirvieron de base para los calculos.

Tabla 11. Medida de la viabilidad de los leucocitos humanos totales, tratados con

concentraciones crecientes de los compuestos kauranos y estimuladas con PMA.

Concentracion (uM) % de Viabilidad celular (respecto al control )

Micanol KAJ Deoxo - geayine
0,25 146,30 + 6,55 161,57 £ 3,27 188,58 +£ 8,75
1 142,13 £ 1,96 182,10 +£4,57 186,73 + 8,35
2,5 192,36 + 8,70 157,41 £9,17 179,17 +£ 1,96
10 163,58 + 1,07 181,79 £ 5,10 162,96 + 1,31
25 173,61 +7,71 182,87 +£3,27 158,02 + 8,60
] * 183,56 + 6,52 135,49 + 5,88

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control (100%),
siendo los promedios = SD para un n = 4. * Valor no obtenido.

La tabla 11 muestra los resultados obtenidos en este ensayo con respecto a los
compuestos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, luego de una incubacion de 2 horas (debido a

con un tiempo mayor, estas células mueren), se midi6 espectrofotométricamente la cantidad
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de MTT reducido por las células activas. Se observa muy poca variacion de los valores de

porcentaje de viabilidad mientras se aumentan las concentraciones de dichos compuestos.

4. Determinacion del efecto de compuestos kauranos sobre la inhibicion de la
produccidn de 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés Nitric Oxide) en macréfagos

muaridos RAW 264.7 (método de Griess).

A continuacidén se presentan los resultados obtenidos para el ensayo sobre la
inhibicion de la produccién de oxido nitrico, estos datos se obtuvieron del andlisis
espectrofotométrico en placas de ELISA, estudiandose el efecto de los compuestos
Micanol, KAJ y deoxo-geayine, en macr6fagos muridos RAW 264.7, estimulados con LPS
(figural2). Las células fueron incubadas durante 72 horas, siendo previamente estimuladas
con LPS (100 ng/mL). Al finalizar este tiempo, se retiro de las placas un volumen de medio
(que contiene los nitritos producidos durante el tiempo de incubacioén) posteriormente se
adicionaron los reactivos del método de Griess para cuantificar el producto Azo resultante,
el cual es una medida indirecta de la cantidad de NO producido por los macréofagos. El
control de la prueba fue el mismo usado para el analisis de la viabilidad celular, es decir,
los pozos donde las células fueron incubadas con agua y estimuladas con LPS (Control

estimulado) y que posteriormente se le continio con el mismo protocolo.
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Figura 13. Medida de la inhibicion de la produccion de 6xido nitrico intracelular usando el
método de Griess, en células RAW 264.7. Las células fueron tratadas con concentraciones
crecientes de los compuestos kauranos y estimuladas con LPS. Luego de una incubacion de 72 h, se
midi6 espectofotométricamente la cantidad de nitrito formado. Los valores presentados representan

los porcentajes relativos al valor control (100%), siendo los promedios £ SD para un n > 4.
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Tabla 12. Valores del ICsy en la inhibicion de la produccion de éxido nitrico
intracelular usando el método de Griess, en células RAW 264.7. Cada valor representa

la mitad la concentraciéon maxima inhibitoria del compuesto.

Compuesto IC50
Micanol 35 uM
KAJ > 50 uM

Deoxo-geayine | > 50 uM

Como se puede apreciar el compuesto Micanol es el que tiene un valor de
ICso mas bajo en este ensayo, por lo que su efecto inhibitorio en la produccion de oxido

nitrico se alcanza a una concentracion menor.

5. Actividad captadora de radical 6xido nitrico (NPS)

El ensayo realizado con el nitroprusiato de sodio (NPS) permitié6 conocer la
confiabilidad de los compuestos estudiados en relacion a la interferencia o no interferencia
de estos en los ensayos donde se produzcan especies reactivas de nitrogeno. Este ensayo
fue realizado sin células, lo cual permitié cuantificar la cantidad de NO formado por la
reacciéon del NPS con el oxigeno. Luego, a través del método de Griess se midio la
capacidad de los compuestos kauranos de competir con el oxigeno y disminuir asi, la

cantidad de NO formado.
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Figura 14. Medida de la actividad captadora de o6xido nitrico mediante el uso del
nitroprusiato de sodio (NPS). Los valores presentados representan los porcentajes relativos al
valor control (100%), siendo los promedios £ SD para un n > 4. Los compuestos kauranos se
incubaron durante 1 h con el NPS (donador de NO) en un ensayo libre de células y se midio la

cantidad de NO formado a través del método de Griess.

6. Método de reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT)

A continuacidn, se muestran los resultados del anélisis espectofotométrico de placas
de ELISA, donde se estudiod el efecto de los compuestos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine,
sobre la inhibicion de la produccion de anion superdxido en leucocitos humanos totales
estimulados con PMA. Las células fueron incubadas con los compuestos durante 1 hora. Al

finalizar este tiempo, se estimularon con PMA (100 ng/mL) y se adicioné el NBT para
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cuantificar del producto azo resultante, el cual es la medida indirecta de la cantidad de O,

producido por los leucocitos. El control de la prueba fue el mismo control tomado para el

analisis de la viabilidad celular, es decir, los pozos donde las células fueron incubadas con

agua y estimuladas con PMA (Control estimulado).

140+

A7)

% Inhibicion de la reducciéon de NBT

I e o

0.25 1.00 2.50 10.00 25.00
Concentracion (uM)

Micanol EEE KAJ &= Deoxo-geayine

50.00

Figura 15. Medida de la inhibicién de la produccién de anién superéxido intracelular usando

el método de reduccién del NBT, en leucocitos humanos totales. Las células fueron incubadas

por 2 h con los compuestos kauranos y estimuladas con PMA, para luego medir

espectofotométricamente la cantidad de NBT reducido (n = 4). Los valores presentados representan

los porcentajes relativos al valor control (100%), siendo los promedios £ SD para un n = 4.

La figura 15, corresponde a la evaluacion de los compuestos kauranos y sus efectos

sobre la produccion de O, por leucocitos humanos totales, se observa poca variacion en los
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valores de porcentaje de inhibicidon respecto con el compuesto KAJ. La accion de los
compuestos Deoxo-geayine y Micanol se evidencia como una disminucion progresiva en
los valores de la inhibicion de la produccion de anién superdxido intracelular, a medida que

se aumentan las concentraciones finales de dichos compuestos.

Tabla 13. Valores del I1Csy en la inhibicién de la produccién de anidén superoxido
intracelular usando el método de reduccion del NBT, en leucocitos humanos totales.
Cada valor representa la mitad la concentracion maxima inhibitoria (del 50 %) del

compuesto.

Compuesto I1Cs

Micanol > 100 uM

KAJ > 100 pM

Deoxo-geayine | > 100 uM

Como se muestra en esta tabla 13 los valores de ICso de los compuestos Micanol,
KAJ y Deoxo-geayine se encuentran por encima de 100 uM, lo cual nos indica que dichos
compuestos no ejercen efectos sobre la inhibicioén de la produccion del anion superoxido

intracelular.

7. Ensayo de la capacidad oxidativa: Determinacion de especies reactivas de oxigeno
intracelular por citometria de flujo.
Los resultados arrojados por este ensayo fueron graficados en forma de histogramas.

Donde se muestran tres poblaciones celulares: la poblacién A representa a los linfocitos, la
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poblacion B a los monocitos, y la poblacion C a los polimorfonucleares (PMNs)
(Resultados no mostrados). La poblacion con mayor granularidad y tamano es la de
polimorfonucleares, seguida por los monocitos y por ultimo la poblacion linfocitaria,
debido a esto, los polimorfonucleares poseen una mayor capacidad de produccion de
peréxido de hidrogeno. De alli, que se presentan los proximos resultados haciendo énfasis
en la poblacion de polimorfonucleares, la cual es representativa de lo observado en las otras
dos poblaciones. En la tabla 14, se resumen los resultados de porcentaje de inhibicion de la
produccion de H,O,, para la poblacion de PMN tratada a las diferentes concentraciones de
cada compuesto kaurano.

A continuacion se muestran algunos histogramas de los resultados de la capacidad
oxidativa de los compuestos kauranos y de la quercetina. La figura 16 muestra un grafico
de dispersion lateral “SS” (medida de la complejidad de las células) contra la dispersion
frontal “FS” (medida del tamafo de las células) obtenido del citometro de flujo. En dicho
grafico se observan tres regiones (A, B y C), la region A hace referencia a los linfocitos, la
region B agrupa a los monocitos y por ultimo la region C contiene a los polimorfonucleares
(PMN). La figura 16 es un esquema general de la seleccion de los linfocitos para todos los

ensayos.
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Figura 16. En el grafico a se representa la seleccion de linfocitos de poblacion total de
leucocitos humanos por citometria de flujo. Se observa un citograma de dispersion lateral
(SS) contra dispersion frontal (FS) de leucocitos humanos totales, extraidos de sangre
periférica. En la region A los linfocitos, region B los monocitos y la region C los
polimorfonucleares (PMN). En los histogramas c, d y e se observan las intensidades de
fluorescencia contra conteo de células para los compuestos Mcanol, KAJ y Deoxo-geayine,
respectivamente. Notese la region I representa el valor de intensidad de fluorescencia para
el control (células no tratadas con ningiin compuesto y estimuladas con PMA), se considera
que el valor de intensidad media de florescencia es el 100%, referencia para realizar los

calculos de los resultados con los compuestos.
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Tabla 14. Determinacion de la produccion intracelular de perdxido de hidrégeno por

citometria de flujo en leucocitos humanos tratados con Micanol, KAJ, Deoxo-geayine,

y luego estimulados con PMA.

Concentracion

% con respecto al control de la produccién de H,O,

(uM)
Micanol KAJ Deoxo - geayine Quercetina
2,5 82,43 +0,71 82,10 = 0,85 78,89 + 0,78 51,18 = 1,63
5 78,21 £0,21 76,02 + 1,84 74,33 £ 1,56 15,54 £ 0,30
10 72,97 £ 0,28 81,59 + 0,49 63,18+0,14 11,30 £ 0,28
25 60,81 + 0,28 65,04 £2,76 34,63 1,34 6,42 +0,31
50 21,02 +0,14 43,75+ 1,06 18,28 £ 0,27 3,21 £0,40

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control con PMA
(100%), siendo los promedios + SD para un n = 4.

Los valores mostrados en la tabla 14, son el Promedio + S.D., para un n = 4, de la

relacion entre las intensidades medias de fluorescencia de las células tratadas y el control

estimulado, expresados en términos porcentuales.

En éste experimento se usaron como

control, los leucocitos estimulados con PMA (control estimulado) que fueron incubados

con agua, y no fueron tratados con ninguno de los compuestos kauranos.
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Tabla 15. Valores del 1Cs, en la inhibicion de la produccion intracelular de peroxido
de hidrégeno por citometria de flujo en leucocitos humanos totales, estimulados con
PMA. Cada valor representa la mitad la concentracién maxima inhibitoria (del 50 %) del

compuesto.

Compuesto I1Cs
Micanol 30 uM
KAJ 45 uM

Deoxo-geayine | 14 5 uM

Quercetina 2,6 uM

En esta tabla se puede apreciar que el compuesto Deoxo-geayine es el que presenta
un ICsy mas bajo, al compararlo con los demas compuestos kauranos, lo que significa que
se requiere una concentracion menor de dicho compuesto para obtener una inhibicion de la
produccion de perdxido de hidrogeno (H,O,). Para este ensayo se utilizo la quercetina ya
que es un compuesto ya comprobado como anti-inflamatorio, lo cual corresponde a los

resultados obtenidos en este ensayo.

8. Determinacion del potencial de captacion de radicales libres mediante el uso del

compuesto 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH)

Los resultados mostrados a continuacion corresponden a un ensayo libre de células
llevado a cabo con los tres compuestos kauranos de interés, donde una solucion del

compuesto 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH) fue mezclada con dichos compuestos para
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conocer la capacidad de estos de donar un atomo de hidrogeno que origine la forma
es un conocido compuesto anti-oxidante, siendo capaz de donar atomos de hidrégeno al
funcionamiento de este método y ademas, sirvi6 para comparar los resultados obtenidos

reducida del compuesto DPPH. Se utilizé como control positivo el 4cido ascorbico el cual
medio, causando la reduccion del DPPH. Gracias a este compuesto se corroboro el correcto

con los compuestos kauranos: Micanol, KAJ y Deoxo-geayine.
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45 min. con el DPPH (radical libre) y se midid la disminucion de la cantidad de radicales
libres por métodos espectrofotométricos (n = 6). Los valores graficados representan el

Figura 17. Determinacion del potencial de captacion de radicales libres mediante el
uso de DPPH. En este ensayo libre de células, los compuestos kauranos se incubaron por

Promedio + S.D.
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9. Ensayo de proliferacion por citometria de flujo

Tabla 16. Determinacion del efecto del Micanol, KAJ y Deoxo-geayine sobre la

proliferacién celular de las lineas leucémicas mediante técnicas de citometria de flujo.

Compuesto Concentracion (uM) lil?lrrcl(e;tgj 665 lr especto al controb(gl’;) ;) %)
25 68,86 + 0,07 102,29 + 1,70

5 60,97 £ 5,61 99,43 £ 1,63

Micanol

10 61,80 + 3,39 79,01 £ 6,79

25 69,10 + 3,68 89,50 +2,33

50 61,07 £ 0,64 90,27 + 4,45

100 62,77 +£0,14 89,31+ 0,42

2.5 88,32 + 1,34 88,55 + 2,12
5 86,37 +0,78 100,38 + 1,70

KAJ 10 90,27 +2,05 88,36 + 0,78

25 94,89 + 0,00 93,32 + 0,49

50 63,26 +2,83 99,24 + 3,25

100 70,07 £ 0,42 90,84 + 0,57

25 80,78 + 0,99 94,66 + 2,40

5 84,67 +£7,35 90,65 + 1,63

Deoxo-geayine 10 49,56 + 1,44 67,75 + 3,89
25 72,02 £3,11 85,50+ 1,13

50 60,8 +£0,14 96,56 + 3,25

100 79,81 +2,40 91,03 +2,33
2,5 72,99 £ 0,85 104,01 + 3,46
5 80,29 + 4,95 100,19 + 1,91

Quercetina

10 78,59 + 0,07 99,62 + 1,41

25 68,13 + 0,00 92,94 + 2,47

50 66,91 + 1,06 71,95 + 1,06

100 55,72 £ 0,35 57,63 0,57

Los valores son el Promedio = S.D. para un n = 4, de la relacién entre las intensidades
medias de fluorescencia de las células tratadas y el control estimulado, expresados en
términos porcentuales para cada linea celular individual. Los valores de referencia
(controles) fueron tomados como 100% para ambas lineas celulares.
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Figura 18. Histogramas de intensidad de fluorescencia contra conteo de células para la
estimacion de la proliferacion de leucocitos humanos. En el grafico a se observa el control
de la proliferacion; por otra parte tenemos al grafico b que nos muestra la referencia del
control basal (células estimuladas y no tratadas con ningin compuesto); los graficos ¢, d y e
corresponden a los resultados de los compuestos kauranos Micanol, KAJ y Deoxo-geayine
respectivamente, notese que las curvas se encuentran en la misma region que el control

basal (grafico b).
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DISCUSION

En los ultimos afios se ha incrementado el numero de trabajos publicados en el area
de productos naturales con potencial efecto anti inflamatorio debido a la carencia de
farmacos selectivos y especificos. En el presente trabajo se analizaron los Kauranos
Micanol, KAJ y Deoxo-geayine como compuestos con el potencial de inhibir la respuesta
inductora de radicales y proliferativa en cultivos primarios y lineas celulares humanas. El
estudio previo, Carrera 2008, realizado con los compuestos kauranos Kaurenol, Kaurenal,
Acido kaurenoico, Acido grandiflorénico y 15-o-cinamoilkaurenoico usando leucocitos
humanos totales y las lineas celulares Jurkat E 6.1 y U937; y macrofagos muridos RAW
264.7 demostr6 que los kauranos tienen efectos importantes en la viabilidad, actividad
captadora de radicales libres y proliferacion celular. Los estudios se realizaron utilizando
quercetina como control (Bors y col., 1990).

Ninguno de los compuestos analizados por Carrera, como los ensayados en éste
trabajo (figura 14 y 17), fueron capaces de captar radicales de oxigeno y nitrégeno
sugiriendo que los compuestos tienen efectos directos sobre las células induciendo cambios
en el patron de produccion de radicales, viabilidad y proliferacion celular.

En los estudios de viabilidad celular, el Micanol resultd ser el compuesto con el
menor ICsy encontrado en las células Jurkat E6.1 y las RAW 264.7, no asi en la linea
celular U937. Es interesante, el efecto del Micanol sobre la viabilidad se pierde a las 72
horas de cultivo. En cultivo primario, no se observd un efecto importante en la viabilidad
celular utilizando los compuestos. De todo lo mencionado, se puede concluir que los
compuestos, incluyendo el Micanol, no parecen ser potencialmente citotoxicos. Para definir

si los compuestos por el contrario son citostaticos se realizaron los experimentos de
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proliferacioén por citometria de flujo. Los experimentos mostrados en la tabla 16 y en la
figura 18 demuestran claramente que no hay cambios significativos del nimero de células
en division y en consecuencia el efecto pareciera ser citostatico.

Teniendo en cuenta que el efecto de los compuestos no es citotoxico, los resultados
sobre la produccion de 6xido nitrico en células RAW, figura 13 y tabla 12 reflejan que el
Micanol es el tinico compuesto capaz de inhibir la produccion de éxido nitrico con un Ic50
menor a 50 pM.

La produccion de perdxidos fue evaluada por dos técnicas, la de NBT, que mide
esencialmente la produccion de la NADPH oxidasa de membrana y la de citometria de flujo
que mide la produccion de peroxidos intracelular por citometria de flujo. No se observan
diferencias en los ensayos de NBT por lo que el sistema holoenzimatico no es inhibido por
los compuestos en forma directa. Por otro lado, el efecto observado en los estudios de
citometria de flujo indican que existe una disminucion significativa en la produccion
intracelular de peréxido. Estas diferencias podrian atribuirse a que los compuestos son
capaces de inhibir los procesos de activacion celular, efecto muy similar al observado por
Carrera en el ano 2008. Hay un reporte de Yang y col., del 2004, que refiere los efectos
inhibitorios de los ent-kauranos purificados de la planta Annona squamosa. De alli que los
efectos reportados en el presente trabajo pudieran ser de sumo interés.

Uno de los efectos importantes en la terapéutica actual es el uso de antioxidantes,
pero no solo como moléculas captadoras de radicales sino inhibidoras de los procesos de
dafio por estenosis/reperfusion o envejecimiento celular (Lee y col., 2009; Bonacorsi y col.,

2009; Kametani y col., 2006).
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Muchos de los compuestos ademas que se usan en los procesos infecciosos virales o
inflamatorios cronicos tienen dichas propiedades. Por ello, las estructuras deben ser
evaluadas en la capacidad promotora de la maquinaria antioxidante aporte de los efectos
que pudiera tener en la regulacion de otras vias de activacion de procesos inflamatorios
como la secrecion y activacion de fosfolipasa A2 y ciclooxigenasa.

Las diferencias estructurales entre Micanol y Deoxo-geayine son sutiles. La
incorporacion de un grupo OH podria ser importantisimo en los procesos relacionados con
la entrada del compuesto al interior celular o con los procesos ligados a la inhibicion de las
actividades enzimaticas. Seria interesante probar ademads si los efectos del Micanol son
esteroespecificos. Varios investigadores (Mukai y col., 2009; Berginc y col., 2009; Li y
col., 2009) han postulado que varios compuestos con potencial antiinflamatorio extraidos
de diferentes fuentes vegetales son capaces de modificar el transporte de drogas a través de
las membranas (transportador ABC) o por el contrario, son capaces de inhibir la
glicoproteina P que extruye compuestos toxicos para las células. Esta posibilidad también
habria que explorarla in Vitro en las diferentes lineas celulares.

Se concluye entonces que los compuestos estudiados en el presente trabajo tienen
efectos importantes en la inhibicion de la produccion de especies intracelulares de
peroxido, no asi sobre la produccién de superdxido o de la viabilidad celular y solo el
Micanol tuvo efecto en la produccion de 6xido nitrico. Estudios futuros deben realizarse

para discernir el mecanismo de accion de los compuestos estudiados.
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CONCLUSIONES

e Se observa una disminucion de la viabilidad celular con los compuestos Micanol en
cultivos de células Jurkat E6.1 de 24 hrs.

e Los compuestos analizados, no son citotoxicos en cultivos de 72 horas en las lineas
celulares humanas Jurkat E 6.1, U937, y los macrofagos miridos RAW 264.7.

e La viabilidad de los leucocitos totales humanos no se ve afectada por los
compuestos kauranos: Micanol, KAJ y Deoxo-geyine, a ninguna de las concentraciones
evaluadas.

o De los compuestos analizados, el Micanol es el tinico compuesto capaz de inhibir la
produccion de 6xido nitrico.
e  De los resultados obtenidos por el método de reduccion del NBT (el cual mide la
actividad de la NADPH oxidasa de membrana), se concluye que el sistema
holoenzimatico no es inhibido por los compuestos kauranos en forma directa.

¢ En el ensayo de determinacioén de peroxido de hidrogeno intracelular por citometria
de flujo, se pudo observar una disminucion significativa en la produccién intracelular de
esta especie reactiva de oxigeno, por esto se concluye que dichos compuestos pudieran
tener actividad inhibitoria de la produccion de peroxido de hidrogeno.
¢ La actividad captadora de radicales libres evaluada por el uso del DPPH, mostr6 que los
compuestos kauranos: Micanol, KAJ y Deoxo-geayine, no poseen actividad anti-

oxidante.
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