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RESUMEN

Las enfermedades no transmisibles constituyen la principal causa de muerte en
nuestro pais y en el mundo. Dentro de este grupo se encuentran las
enfermedades cardiovasculares, como la hipertensién, y el cancer, como la
leucemia. La Organizacion Mundial de la Salud promueve la investigacion
cientifica de la medicina tradicional propia de cada pais, con el fin de encontrar
alternativas terapéuticas para el tratamiento y la prevencion de estas
enfermedades. La medicina tradicional en México se ha utilizado desde tiempos
prehispanicos, en parte, gracias a la biodiversidad vegetal propia del pais. Una
de las especies vegetales comunmente utilizada con estos fines es Prunus
serotina, la cual ha sido estudiada desde un punto de vista quimico y
farmacoldgico por nuestro grupo de investigacion. Recientemente, se encontrd
que algunos de los compuestos mayoritarios, presentes en el fruto de P.
serotina, responsables del efecto vasodilatador, son los triterpenos pentaciclicos:
acido ursoélico y uvaol. Posteriormente, se determiné6 que dicho efecto
farmacoldgico era producido por la activacion de las vias bioquimicas de los
trasmisores gaseosos NO/cGMP y H,S/CvK’. De manera adicional, existen
estudios que indican que los triterpenos presentan un efecto citotoxico en
distintos tipos celulares neoplasicos; sin embargo no se ha estudiado si el efecto
antineoplasico del acido ursdlico y el uvaol involucra la activacion de las vias de
los transmisores gaseosos. En la presente investigacion, se determind la
participacion de los transmisores gaseosos en los efectos vasodilatador en aorta
de rata y antiproliferativo en cultivos celulares de linfocitos T, producidos por
triterpenos, mediante la cuantificacion de la activacion enzimatica de NOS y
CSE, enzimas responsables de la biosintesis del NO y el H,S, respectivamente.
Los resultados obtenidos indican que ambos transmisores gaseosos estan
involucrados en el efecto vasodilatador del acido ursolico y del uvaol en la aorta
de rata, ya que estos compuestos incrementan significativamente la activacion
de la NOS y la CSE. Por otro lado, se observo una notable disminucion en la
proliferacion y viabilidad de los linfocitos T en presencia tanto del acido ursdlico
como del uvaol; dicho efecto es dependiente de la concentracion y del tiempo
que los linfocitos estan en contacto con cada uno de los triterpenos. Finalmente,
los ensayos de activacion enzimatica indicaron que el NO y el H>S contribuyen al
efecto citotoxico producido por ambos triterpenos. Sin embargo, estos resultados
no excluyen la participaciéon de vias bioquimicas alternativas que involucran la
activacion de procesos proapoptoticos. En conclusion, los triterpenos acido
ursolico y uvaol constituyen prototipos estructurales que pueden ser
desarrollados como farmacos alternativos en el tratamiento de patologias de
gran prevalencia mundial como la hipertensién y la leucemia.

Palabras clave: Triterpenos, oxido nitrico (NO), sulfuro de hidrogeno (H.S),
hipertension, leucemia




ABSTRACT

Non-communicable diseases are the leading cause of death in our country and
the world. Within this group are cardiovascular diseases as hypertension and
cancer as leukemia. The World Health Organization promotes scientific
investigation of traditional medicine of each country, in order to find new
therapeutic approaches for the treatment and prevention of these diseases.
Traditional medicine in Mexico has been used since pre-hispanic times partly due
to the great plant biodiversity of our country. Prunus serotina is one of many
species commonly used to this purpose, which has been extensively studied from
a chemical and pharmacological point of view by our research group. Recently, it
was found that some of the major compounds responsible for the bioactive effect
in the cardiovascular system, present in the fruit of P. serotine, are the
pentacyclic triterpenes: ursolic acid and uvaol. Later, it was shown that this
pharmacological effect was produced by the activation of the gasotransmitter
pathways: NO/cGMP and H,S/CvK’. Additionally, other studies indicate that
triterpenes induce a cytotoxic effect on different cancer cell types. Nevertheless,
it has not been still studied whether the anti-cancer effect of ursolic acid and
uvaol involve the activation of gasotransmitter pathways. In the present study, it
was assessed the participation of gasotransmitters in vasodilator activity in rat
aorta and anti-proliferative effect in T lymphocytes cell cultures induced by
triterpenes by quantifying NOS and CSE activation, enzymes responsible of the
biosynthesis of NO and H,S, respectively. Results indicated that both
gasotransmitters are involved in the vasorelaxant effect produced by ursolic acid
and uvaol on isolated rat aortic tissue, since both triterpenes activate NOS and
CSE enzymes in a concentration dependent manner. On the other hand,
treatment of T lymphocytes with ursolic acid and uvaol reduced cell proliferation
and viability in a concentration and time dependent manner. Finally, enzyme
activation assays indicated that NO and H,S contribute to the cytotoxic effect
induced by both studied triterpenes. However, these results do not rule out the
participation of alterative pathways that activate pro-apoptotic signaling
cascades. In conclusion, the triterpenes ursolic acid and uvaol are structural
prototypes, which can be developed as alternative drugs useful in the treatment
of worldwide spread diseases such as hypertension and leukemia
Key words: Triterpenes, nitric oxide (NO), hydrogen sulfide (H2S), hypertension,
leukemia
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles son un grupo de patologias que se
presentan con gran prevalencia a nivel mundial. Dentro de este grupo se
encuentran las enfermedades cardiovasculares, como la hipertension, y el
cancer, como la leucemia (OMS, 2014). Por la gran prevalencia de estas
enfermedades, particularmente en paises con economias en desarrollo como
Meéxico, es importante la busqueda de alternativas terapéuticas para su
tratamiento y su prevencion. El estudio de los mecanismos intracelulares
desencadenados por metabolitos secundarios de origen vegetal, como los
triterpenos, permite el reconocimiento del potencial terapéutico de estos
principios bioactivos. Recientemente, se demostré el potencial vasodilatador que
poseen triterpenos como el acido ursdlico y el uvaol; ademas estudios previos
realizados por nuestro grupo de trabajo sugieren que dicho efecto involucra la
activacion de las vias de dos transmisores gaseosos: la via del oOxido
nitrico/guanosin monofosfato ciclico (NO/cGMP) y la via del sulfuro de
hidrogeno/canales de potasio (H,S/CvK") (Luna-Vazquez, 2009; Solis-Gutierrez,
2013). Sin embargo, aun no se determina con certeza el mecanismo de accion
vasodilatador de los triterpenos y como participan las enzimas responsables de
la biosintesis de los transmisores gaseosos en este mecanismo. Adicionalmente,
se sabe que algunos compuestos triterpénicos disminuyen la tasa de
proliferacion y supervivencia celular de linfocitos T (Checker et al., 2012; Napoli
et al., 2013) y se ha reportado la relacion entre dichos efectos y la presencia de
los transmisores gaseosos (Hammami et al., 2012; Nathan, 2014); no obstante,
es necesaria la recopilacidén de evidencia cientifica que corrobore lo anterior. En
la presente investigacion se plante6 como objetivo determinar si el efecto
dilatador en aorta de rata y el efecto citotéxico en linfocitos T producido por los
triterpenos, acido ursdlico y uvaol, involucran la activacion de las enzimas 6xido
nitrico sintasa (NOS), principal enzima productora de NO, y cistationina-y-liasa
(CSE), enzima responsable de la sintesis del transmisor gaseoso H,S. Los



resultados obtenidos demuestran que el acido ursolico y el uvaol inducen un
efecto vasodilatador mediante la activacion de las vias del NO/cGMP y del
H,S/CvK®. Por otro lado, los mismos triterpenos disminuyen la proliferacién y la
viabilidad celular en cultivos de linfocitos T, mediante un mecanismo que
involucra el NO y el HyS, sin embargo estos resultados no excluyen la
participacion de otros mecanismos citotoxicos alternativos. Con base en estos
antecedentes, es evidente la importancia de profundizar en el estudio
farmacoldgico de los triterpenos y en el papel que tienen como activadores de
distintas vias de sefializaciéon que resultan en efectos bioactivos de gran intéres
terapéutico como la vasodilatacion y la citotoxicidad. En este trabajo se propone
al acido ursolico y al uvaol como prototipos estructurales para el desarrollo de
farmacos alternativos para el tratamiento de enfermedades de gran prevalencia

en nuestro pais como son la hipertensién y la leucemia.



2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades no transmisibles
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades no
transmisibles (ENT) son aquellas que no son transmitidas de persona a persona,
que son de larga duracién, por lo general evolucionan lentamente, no tienen cura

definitiva y, por lo tanto, son cronicas y degenerativas (OMS, 2011).

Los cuatro tipos principales de enfermedades no transmisibles son, las
enfermedades cardiovasculares, el cancer, las enfermedades respiratorias
cronicas y la diabetes (OMS, 2011). Estas enfermedades afectan
desproporcionadamente a los paises de ingresos bajos y medios, donde el 80%
de las muertes registradas es por alguna de estas 4 enfermedades. Tan solo en
2008, 63% de las muertes a nivel mundial, estan directamente relacionadas a
alguna de las cuatro ENT (OMS, 2011).

Dentro de las enfermedades cardiovasculares, una de las que presenta mayor
prevalencia es la hipertension. Tan solo en nuestro pais se calcula que alrededor
del 37% de la poblacion mexicana padece esta enfermedad. La hipertensién es
una patologia intimamente relacionada con habitos cotidianos, por ejemplo: el
consumo de alimentos que contienen demasiada sal y de cantidades
insuficientes de frutas y verduras, el uso irresponsable del alcohol, el
sedentarismo y la falta de ejercicio fisico, el tabaquismo y el mal manejo del
estrés. Estos comportamientos riesgosos junto con un pequefio, pero importante,
grado de susceptibilidad genética, aumentan las probabilidades de presentar
esta patologia (INEGI, 2014).

El cancer es una enfermedad compleja que comienza cuando una sola célula
normal se transforma en una célula tumoral. Es un proceso multifasico que

consiste en la progresion de una lesion precancerosa a un tumor maligno. Las



alteraciones al metabolismo de la célula son resultado de la interaccion entre los
factores genéticos del paciente y tres diferentes factores ambientales externos
(Lokody, 2014). El cancer puede afectar cualquier célula del cuerpo, incluyendo
las células sanguineas; el tipo de cancer que afecta a los linfocitos, tanto tipo T
como tipo B, se denomina leucemia. Esta enfermedad se caracteriza por el
crecimiento descontrolado de células anormales, las cuales se extienden mas
alla de sus limites normales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y
propagarse a otros organos. Este proceso se denomina “metastasis” y es la
causa principal de muerte por cancer (Smith et al., 2014).

2.1.1 Hipertension
La hipertension, un problema de salud publica mundial, representa una de las
principales causas de mortalidad y discapacidad prematura, sobre todo en

poblaciones de paises con ingresos bajos y medios (OMS, 2013).

Un estudio epidemiolégico sobre la prevalencia, conciencia, percepcion y control
de la hipertensién en la poblacion de distintos paises, entre ellos México,
encontré una prevalencia mayor de dicha enfermedad en aquellas poblaciones
cuyo ingreso economico es de medio a bajo, como es el caso de nuestro pais
(Lloyd-Sherlock et al., 2014).

Se observo que el 58.2% de los mexicanos que participaron en dicho estudio
tiene la presion arterial elevada, de los cuales el 55.2% corresponden a la
poblacién masculina y el 60.9% a la poblacién femenina, en donde los grupos de
edad mas avanzada (75-80 afos) presentaron mayor incidencia.

De manera particular para el estado de Querétaro de Arteaga, el INEGI reporta
que el 28% de muertes anuales estan directamente relacionadas a presion
arterial elevada (INEGI, 2014).



2.1.1.1 Fisiopatologia de la hipertension

En los vasos sanguineos se transporta la sangre, la cual a su vez lleva los
nutrientes y el oxigeno a todos los tejidos. Los vasos sanguineos estan
constituidos por tres capas de células ordenadas de manera concéntrica. La
capa mas interna es un revestimiento de células endoteliales que estan en
contacto directo con la sangre, ellas biosintetizan a los factores vasoactivos
derivados del endotelio. Dichos factores vasoactivos llevan a cabo su funcion
reguladora en la capa de células intermedias o células de musculo liso,
principales responsables de llevar a cabo los cambios que ocurren en el tono
vascular. Finalmente, la capa mas externa de células estd constituida
principalmente por fibroblastos y colageno que proporcionan estabilidad a los
vasos sanguineos (Giles et al., 2012).

La hipertension esta asociada a la biosintesis irregular o nula de factores
vasoactivos derivados del endotelio, especificamente aquellos responsables de
la vasodilatacion como los transmisores gaseosos: NO, H>S y mondxido de
carbono (CO), cuyo mecanismo de accion hiperpolariza las células de musculo

liso resultando en una vasodilatacion (Giles et al., 2012).

2.1.1.1.1 Transmisores gaseosos en el sistema cardiovascular
La transmisién de sefales constituye el primer método de comunicacién
intercelular. Las moléculas responsables de dicha comunicacién pueden ser
desde grandes proteinas, lipidos y hormonas, hasta pequefias moléculas
gaseosas. Algunas de estas fueron identificadas recientemente: NO, COy H,S y
demostraron su capacidad de transmitir informacién entre varios tipos celulares
(Asif et al., 2009; Gadalla y Snyder, 2010).

El descubrimiento de estos tres transmisores gaseosos revoluciono los
conceptos de comunicacién intracelular conocidos hasta el momento, ya que

presentan varias diferencias con relacion a los transmisores clasicos. Por



ejemplo, los gases no son almacenados en estructuras vesiculares, sino que
deben ser sintetizados al momento de la demanda bioldgica, lo cual exige que
las enzimas que los biosintetizan tengan un sistema de regulacion preciso y
eficaz; mientras que los transmisores de naturaleza no gaseosa son
almacenados en vesiculas y liberados por exocitosis; ademas, los transmisores
clasicos interactuan con sus receptores en membranas plasmaticas que, al ser
activados, desencadenan cascadas de sefalizacion hacia el interior de la célula,
mientras que los transmisores gaseosos tienen la capacidad de atravesar las
membranas celulares para modificar proteinas intracelulares y afectar el
metabolismo de la célula de una forma mas eficiente e inmediata (Asif et al.,
2009).

2.1.1.1.1.1 NO

El papel del NO, como transmisor gaseoso, fue descubierto a principios de los 80
por Robert Furchgott, durante estudios sobre la capacidad vasodilatadora de la
ACh. Furchgott observo que dicho efecto no ocurria por una accion directa de los
receptores colinérgicos sobre el musculo liso, sino que la ACh requeria de una
sustancia vasoactiva producida en el endotelio que influyera sobre el estado
contractil del musculo liso, provocando su relajacion (Furchgott y Sawadzki,
1980). Posteriormente, este factor relajante derivado del endotelio (EDRF) fue
reconocido como el NO, primer transmisor gaseoso identificado (Forstermann y
Sessa, 2012).

Existen 3 diferentes isoformas de esta enzima: la NOS neuronal (NOS-1 o
nNOS), la NOS inducible (NOS-2 o0 iNOS) y la NOS endotelial (NOS-3 o eNOS)
(Tabla 1). Cada isoforma esta codificada en un cromosoma diferente, y
presentan entre si una homologia del 50-60%; todas las isoformas pueden ser
inhibidas inespecificamente por el éster metilico de L-arginina (L-NAME). EI NO
es sintetizado en un solo paso por las diferentes isoformas de la NOS. La eNOS

y la nNOS son estimuladas por la formacion del complejo calcio-calmodulina



(CaM-Ca?*) (Murad, 2006; Asif et al., 2009; Férstermann y Sessa, 2012).

Tabla 1. Descripcion de las tres isoformas de la NOS en humano

Isoforma Descripcion

Se encuentra principalmente en neuronas
NOS-1/nNOS periféricas y centrales de tipo no adrenérgicas y
(155 kD; cromosoma 12) | no colinérgicas, en el endometrio y musculo

esquelético.

NOS-2/iNOS Se encuentra principalmente en los macrofagos,

(125 kD; cromosoma 17) | higado, musculo liso, endotelio y corazén.

NOS-3/eNOS Se encuentra principalmente en el endotelio

(125 kD; cromosoma 7) | capilar, cerebro y corazon.

El sustrato de la NOS es el aminoacido L-arginina, el cual es oxidado para dar
lugar a la formacion de NO vy citrulina. Especificamente en el sistema
cardiovascular, una vez que el NO es sintetizado en el endotelio por la eNOS, su
tamafo y gran capacidad de difusion, le permiten atravesar con facilidad las
membranas celulares y penetrar al musculo liso de la vasculatura (Lundberg et
al., 2008).

Cuando el NO alcanza las células del musculo liso puede interactuar con
metales, especialmente con el hierro presente en el grupo hemo de la guanilato
ciclasa soluble (sGC), por lo que esta enzima es su principal blanco molecular.
La activacion de esta enzima incrementa la produccion del segundo mensajero
cGMP que, a su vez, activa a la enzima proteinquinasa tipo G (PKG) (Lundberg
et al., 2008).

En los vasos sanguineos el aumento en la concentracion de cGMP vy, por lo
tanto, la activacién de la PKG resultan en la fosforilacién de diferentes proteinas.
Unas de ellas son los CvK®, que al ser activados incrementan la salida del i6n



potasio e indirectamente se impide la entrada del Ca®', provocando una
disminucién en la capacidad de contraccion de la célula. Otro mecanismo de la
PKG es la fosforilacion de la proteinfosfatasa (PPT), que desfosforila a la cadena
ligera de la miosina (CLM), lo que contribuye también a la relajacion del musculo
liso arterial (Figura 1) (Heinrich et al., 2013).

211112 H,S
El transmisor gaseoso, H»S ha emergido como una importante molécula
sefalizadora junto con el NO y el CO. El H,S actua como relajante del musculo

liso y, por lo tanto, como un vasodilatador (Wang, 2012).

El estudio de la fisiopatologia, diferentes mecanismos de sefalizacion vy
metabolismo del H,S son actualmente areas de gran interés cientifico, ya que
identificar las implicaciones biolégicas de este transmisor gaseoso podria
potencialmente clarificar el entendimiento que tenemos hasta ahora de distintas
patologias, asi como sugerir alternativas terapéuticas (Kolluru et al., 2013).

El H2S, a nivel bioldgico, es producido por 3 enzimas: la CSE, la cistationina-3-
sintasa (CBS) y la 3-mercaptopiruvato sulfurotransferasa (3-MST); su presencia
ha sido reportada en diferentes érganos con predominancias especificas. Por
ejemplo, la CSE se encuentra expresada mayormente en la vasculatura, en el
higado y en células del sistema inmunologico, mientras que la CBS se ha
detectado en el cerebro y el sistema nervioso y la 3-MST esta presente en el
cerebro y la vasculatura periférica (Calvert et al., 2010).

En el endotelio vascular, la CSE produce H,S a partir de L-cisteina (Asif et al.,
2009; Gadalla y Snyder, 2010). Esta molécula producida y liberada por el
endotelio (Calvert et al., 2010; Gadalla y Snyder, 2010), produce su efecto
vasodilatador mediante 2 mecanismos: 1) la activacion de canales de K,
principalmente los dependientes de ATP, aunque existe evidencia que sugiere



que también estan involucrados los CvK* y los canales de K* activados por Ca**
(Kca); este proceso genera la hiperpolarizacion de la célula muscular lisa; y 2) el
H.S también actua inhibiendo la fosfodiesterasa (PDE), incrementando de esta
manera los niveles del segundo mensajero, cGMP (Figura 1) (Calvert et al.,
2010; Gadalla y Snyder, 2010; Wang, 2012; Paul y Snyder, 2012).

Figura 1. Sintesis y mecanismo de accion del NO y el H,S que induce la
vasodilatacion. RAPG, receptor acoplado a proteina G; PLC, fosfolipasa C; PIP,,
fosfatidilinositol difosfato; IP3, inositol trifosfato; DAG, diacilglicerol; R.E., reticulo
endoplasmico; CaM, calmodulina; sGC, guanilato ciclasa soluble; GTP, guanosin

trifosfato; cGMP, guanosin monofosfato ciclico; PKG, proteinquinasa G; CLM,

cadena ligera de la miosina

La disminucion de la sintesis y biodisponibilidad del NO y del H,S representan
una pérdida de homeostasis cardiovascular. El desequilibrio entre los factores

vasoconstrictores y vasodilatadores constituye un fendmeno temprano que es



indicador de disfuncion endotelial. Esto representa el comienzo de alteraciones
vasculares importantes que anteceden patologias de prevalencia mundial como

la hipertension (Snyder y Ferris, 2000).

2.1.1.1.2 Sinergia entre las vias de los transmisores gaseosos NO y H,S
La NOS y la CSE son activadas por la presencia del complejo CaM-Ca?, el cual
se forma una vez que aumentan los niveles intracelulares de Ca** por el efecto
que tiene el IP; en el RE. El IP3 es uno de los subproductos de la degradacion de
PIP, por la PLC, el otro subproducto es el DAG. La PLC es activada por la
subunidad aqg de la proteina G, a la cual esta acoplado el receptor membranal
(Figura 1). Dicho receptor una vez que es activado por un ligando, inicia la

cascada de sefializacion descrita (Heinrich et al., 2013).

Esta reportado que entre los transmisores gaseosos existe una actividad
sinérgica que mejora su produccion o disminuye la degradacion de segundos
mensajeros, de manera que las vias bioquimicas permanecen activadas (Lee y
Yen, 2008; Wang, 2012; Polhemus et al., 2014).

En estudios realizados en aorta de rata, se vio que el NO activa la sGC para
generar cGMP, mientras que el H,S es capaz de inhibir a la enzima PDE, lo cual
disminuye la degradacion del cGMP y asi aumenta la actividad de la via inducida
por el NO (Figura 2) (Colleta et al., 2012; Wang, 2012; Heinrich et al., 2013).

Adicionalmente, se ha reportado que la activacion de varias quinasas por el H,S
induce la fosforilacion de la NOS en la ser 1177 o ser 1179. Se ha postulado que
la via anteriormente descrita, produce una activacion mayor de la enzima,
responsable de la biosintesis del NO, que el complejo CaM-Ca?* (Altaany et al.,
2013).

10



+ f GTP IPKG— HIPERPOLARIZACION

Figura 2. Interaccion entre las vias del NO/cGMP y la via del H,S/CvK”

2.1.2 Leucemia
Datos estadisticos de la OMS revelan que, en 2012, alrededor de 2 millones de
muertes en el mundo fueron causadas por leucemia. De manera particular, tan
solo en 2014 mas de 10 mil muertes se relacionaron directamente con esta
patologia en nuestro pais (OMS, 2014; INEGI, 2014).

A nivel mundial, el tipo de cancer mas comun entre la poblacion infantil (0-12
afnos de edad) es la leucemia linfoblastica aguda (LLA). Tres de cada cuatro
casos de cancer infantil es diagnosticado como LLA (American Cancer Society,
2014).

La mortalidad reportada relacionada con la LLA en nuestro pais es de 851 nifios
(68.8%) y 386 ninas (31.2%) cada afno. México presenta la mayor incidencia de
esta enfermedad en Latinoamérica (Curado et al., 2011). En Querétaro, un
estudio del Sistema Nacional de Vigilancia y Epidemiologia reportdé 114 muertes
por LLA entre 2004-2011 (Secretaria de Salud, 2011).
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2.1.2.1 Fisiopatologia de la leucemia
La leucemia es un tipo de cancer de células sanguineas, especificamente los
linfocitos, tanto tipo T como tipo B. Se conoce poco sobre la etiologia de la
leucemia, pero se sabe que existe un grado importante de susceptibilidad
genética que incluyen mutaciones a los genes de receptores a citocinas y de la

sefializacion de Ras (Zhang et al., 2012).

La leucemia se caracteriza por una produccién descontrolada de células
precursoras linfoides, cuyo DNA tiene una lesion adquirida o congénita. Esto a
su vez incrementa de manera desproporcionada los niveles de linfocitos

inmaduros en la circulacion sanguinea (Zhang et al., 2012; Ward et al., 2014).

2.2 Estrategia global para la prevencion y control de las ENT
Considerando la elevada prevalencia de las enfermedades cardiovasculares y el
cancer, la OMS lanz6 un “Plan de Accion 2008-2013”. El cual promueve y motiva
a la comunidad internacional a adoptar nuevas medidas para la prevencion y

control de las ENT.

Este plan consiste esencialmente en 6 objetivos (OMS, 2008):

1. Elevar la prioridad a las ENT en el desarrollo de programas de salud a
nivel nacional e internacional, e integrar la prevencion y el control de tales
enfermedades en las politicas publicas.

2. Crear y fortalecer politicas y planes nacionales para la prevencion y el
control de las ENT.

3. Promover la reduccion y modificacion de habitos que constituyen un factor
de riesgo para las ENT: el consumo de tabaco, dietas insalubres,
inactividad fisica y uso nocivo del alcohol.

4. Promover la investigacion cientifica para la prevencion y el control de las
ENT.

5. Promover la formacion de asociaciones que promuevan la prevencion y el
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control de las ENT.
6. Monitorear las ENT, sus determinantes y evaluar los avances a nivel

regional, nacional y mundial.

En el punto numero cuatro se habla sobre la promocién de la investigacion
cientifica. El documento especifica la importancia de evaluar la eficiencia,
eficacia y bioseguridad de tratamientos utilizados en la medicina tradicional de
cada pais. Y promueve la creacién de nuevos medicamentos mas accesibles
para la poblacién de bajos recursos, asi como la mejora de los tratamientos

farmacolégicos comerciales ya existentes (OMS, 2008).

2.3 Plantas medicinales y sus metabolitos bioactivos
México posee una rica tradicion en el empleo de plantas medicinales. Se calcula
que la flora medicinal mexicana contiene entre 3,000 y 5,000 plantas que tienen
potencial terapéutico; de las cuales menos del 1% han sido estudiadas desde un
punto de vista farmacolégico (Esquivel-Gutiérrez et al., 2012).

Una caracteristica que distingue a las plantas es su metabolismo secundario,
mediante el cual biosintetizan una amplia variedad de compuestos que, a su vez,
les atribuyen particularidades distintivas como: su color, su olor, su toxicidad o
sus propiedades medicinales.

Las plantas medicinales son utilizadas para tratar una amplia variedad de
afecciones, como: enfermedades cardiacas, estrefiimiento, diarrea, ulceras,
colicos menstruales, fiebre, cefaleas, dermatitis, neuralgias, asi como usos
oftalmicos, antiinflamatorios, antitusivos, antitumorales, entre otros (Savithramma
et al., 2011).

Los metabolitos secundarios biosintetizados en plantas pueden clasificarse

segun su estructura quimica en: alcaloides, flavonoides, terpenoides
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(monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos) y aminoacidos no

peptidicos, entre otros (Figura 3) (Savithramma et al., 2011).

Fenilpropanoides

Polifenoles

Flavonoides

Sesquiterpenos Aminoacidos no

proteicos

Monoterpenos Glucosinolatos Antraquinonas

Figura 3. Proporcion estimada de la presencia de metabolitos secundarios
mayoritarios de las plantas medicinales (Acamovic y Brooker, 2005)

Asi mismo, los metabolitos secundarios pueden ser clasificados segun el efecto
bioactivo que tienen, el cual dependera de su blanco molecular. El estudio
realizado por Acamovic y Brooker en 2005, esquematiza todos los posibles
blancos farmacologicos que podrian tener los distintos metabolitos secundarios

de origen vegetal en una célula animal (Figura 4).

Los triterpenos son metabolitos secundarios provenientes de especies vegetales,

algunos de los cuales son utilizadas en la medicina tradicional para tratar la
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hipertension (Aguirre-Crespo et al., 2006; Rodriguez-Rodriguez et al., 2006). De
igual manera, varios estudios corroboran el efecto citotoxico de los triterpenos en

lineas celulares neoplasicas (Wang et al., 2013).
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Figura 4. Blancos celulares farmacologicos para metabolitos secundarios de
plantas (modificacion de Acamovic y Brooker, 2005)

2.4 Triterpenos
Los triterpenos son metabolitos secundarios biosintetizados en una gran
variedad de especies vegetales, mediante la via del acetato-mevalonato
(Chappell, 2002).

Estos compuestos poseen una amplia distribucion en la naturaleza y producen
una amplia variedad de efectos farmacolégicos entre los que destacan sus
efectos vasodilatador y antineoplasico. Por esta razén, estos metabolitos

presentan un elevado potencial en el tratamiento de diversas enfermedades
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(Somova et al., 2003; Siddique y Saleem, 2011; Gao et al., 2011; Gao et al.,
2012; Uto et al., 2013).

2.4.1 Efecto vasodilatador de triterpenos
En un estudio realizado en 2009 por nuestro grupo de investigacion, se encontré
que el acido ursolico es el compuesto mayoritario presente en un extracto apolar
del fruto de Prunus serotina, comunmente conocido como capulin. Mediante el
ensayo de aorta aislada de rata, se demostré que el acido ursoélico posee un
efecto vasodilatador dependiente de endotelio; el efecto maximo (Emax) de este
triterpeno fue significativamente mayor al inducido por la acetilcolina (ACh),

utilizada como control positivo (Luna-Vazquez, 2009).

Sin embargo, a la fecha no se conoce con precisiéon el mecanismo de accion,
mediante el cual los triterpenos ejercen su efecto vasodilatador. Por esta razén,
se realiz6 un sondeo farmacologico en donde se evalud la participacion de los
transmisores gaseosos NO, monoxido de carbono (CO) y H,S en la generacion
del mecanismo de accion vasodilatador de seis triterpenos: acido betulinico,
acido ursolico, acido oleandlico, friedelina, uvaol y lupeol (Figura 5). Se utilizaron
inhibidores de las enzimas productoras de estos tres transmisores gaseosos:
éster metilico de L-arginina (L-NAME) para la inhibicion de la NOS, enzima
productora de NO; la mesoporfirina-1X (meso-IX) para inhibir la hemooxigenasa-I|
(HO-II), enzima productora del CO; y la propargilglicina (PPG) para inhibir a la

CSE, enzima responsable de la produccion de H,S.

Su efecto vasodilatador depende de la presencia de células endoteliales. Todos
los triterpenos evaluados presentaron un efecto vasodilatador dependiente de su
concentracion. Sin embargo, solo el acido ursolico y el uvaol tuvieron un efecto
vasodilatador significativamente mayor al de la ACh. El resto de los compuestos
evaluados presentaron una vasodilatacion menor al 70%, de los cuales el lupeol

presento el Enax mas bajo (Figura 6) (Tabla 2). El uvaol fue aproximadamente 2
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veces mas potente que la ACh y 5 veces mas potente que el acido ursolico. El
resto de los compuestos evaluados presentaron un Enax menor al del control

positivo (Solis-Gutiérrez, 2013).

Nuestros experimentos también indicaron que los tres transmisores gaseosos
contribuyen al efecto vasodilatador producido por los triterpenos estudiados. La
via bioquimica que participa en mayor media al efecto vasodilatador de los
triterpenos es la via del NO/cGMP, seguida de la via del H,S/CvK®. Mientras que
la via del CO/cGMP no particip6 de manera significativa en la generacion del
efecto vasodilatador de cada uno de los triterpenos seleccionado para este
estudio (Solis-Gutiérrez, 2013).
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Acido betulinico Acido oleandlico

Friedelina Lupeol

Acido ursélico Uvaol
Figura 5. Estructuras quimicas y nombres de los triterpenos elegidos para
estudios farmacolégicos
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Figura 6. Curvas concentracion respuesta del efecto vasodilatador producido por
triterpenos (Solis-Gutiérrez, 2013)

Tabla 2. Valores de la concentracion efectiva media (CEsp) y el efecto maximo
(Emax) del efecto vasodilatador de los triterpenos objeto de estudio (Solis-
Gutiérrez, 2013)

CEso (ug/ml) | Emax (%) | Potencia
Acido ursdlico 216+1.2 |97.7+3.9 0.4
Uvaol 48+1.1 90.1+5.5 1.8

ACh 8.7+0.8 69.5+5.7 1

Acido betulinico | 91.7+32.6 |67.4+6.8 0.09
Friedelina 56.8+2.2 [50.2+59 0.15
Acido oleandlico | 140.7 +19.8 [47.2+4.9 0.06
Lupeol 66.7+16.9 |324+6.5 0.13
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2.4.2 Efecto citotéxico de triterpenos
Estudios anteriores han sugerido que el acido briondlico y la dihidrocucurbitacina
B tienen un efecto antiinflamatorio mediante la disminucion de citocinas
proinflamatorias como: la IL-13, la IL-4 y el TNF-a. Las cuales son esenciales en
el proceso de reclutamiento, activacion y supervivencia de células inmunes
(Figura 7) (Rios, 2010).

En 2013, Wang et al. comprobaron que el triterpeno acido ursoélico disminuye la
proliferacion, inhibe la migracion e induce apoptosis, en células de cancer de
colon, mediante la activacidn de varias vias intracelulares de manera simultanea.
Este triterpeno disminuye la expresion de la E-cadherina1, afectando procesos
de migraciéon celular. Asi mismo, este compuesto inhibe la fosforilacion de la
quinasa Akt y la proteina ERK, que estan intimamente involucradas en procesos
de proliferacion celular.

Adicionalmente, el acido ursolico actia como un potente antitumorigénico,
mediante la modulacién de la activacion del NF-kB. Este efecto es producido por
varios mecanismos: 1) la inhibicion de la quinasa IK (IKK), asi disminuye la
fosforilacién del factor inhibidor de k3 (IkB) en la Ser 32 y Ser 36; 2) inhibicion de
la degradacién de IkB por proteasomas, mediante el bloqueo de la ubiquitinacion
de la Lys 21 y la Lys 22 y 3) inhibicion de la fosforilacion de p65 para la
translocacion al nucleo del heterodimero p65-p50 que constituye NF-kB. Los
mecanismos antes mencionados llevan a la disminucién en la expresion de
genes necesarios para la supervivencia y proliferacion celular. Adicionalmente,
en la linea celular Jurkat E6-1, el efecto inmunomodulador del acido ursolico
disminuye su capacidad de biosintetizar citocinas e interleucinas, reduciendo asi
la respuesta inflamatoria, principio fisiopatologico de muchas enfermedades
(Shishodia et al., 2003; Checker et al., 2012; Prasad et al., 2012;).
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El efecto proapoptotico del acido ursodlico se demostré también en cultivos de
células leucémicas, el cual fue inducido mediante la activacion de quinasas
activadas por mitégenos (MAPK) (Gao et al., 2012). Por otro lado, aunque no se
han estudiado con profundidad los mecanismos intracelulares, por medio de los
cuales actua el uvaol, también se ha visto que dicho analogo estructural del
acido ursolico influye negativamente en la proliferacion y supervivencia de

células cancerigenas (Ovesna et al., 2006; Uto et al., 2013).

Dihidrocucurbitacina B

Acido brionolico

Figura 7. Estructuras quimicas de triterpenos con efecto inmunomodulador

Las estructuras quimicas de los triterpenos y las hormonas esteroideas
(andrégenos, progestagenos y derivados de ambos) son similares, ya que tienen
su origen biosintético en el escualeno, molécula de 30 atomos de carbono, que

en ceélulas animales, da lugar al pentanoperhidrofenantreno, precursor del
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colesterol y las hormonas esteroideas, mientras que el escualeno en células
vegetales es precursor de todos los triterpenos (Figura 8) (Thimmappa et al.,
2014).

Los receptores canonicos de las hormonas esteroideas son intracelulares. Estos
receptores, al ser activados por sus ligandos naturales, se traslocan a nucleo
induciendo la transcripcion de diferentes genes (Levin, 2015). Sin embargo, se
han encontrado receptores membranales acoplados a proteinas G para
estrogeno, testosterona y otros androégenos. La activacion de estos receptores
no es especifica. Estos ligandos esteroideos interactuan con una region
conservada de reconocimiento al colesterol (CRAC, Cholesterol
Recognition/Interaction Aminoacid Consensus Sequence, por sus siglas en
inglés), presente en estos receptores (Wang et al., 2014).

CH, CH, CH,
H.C N NN N N N N CH,
CH, CH, CH,
Escualeno
H,C CH, HC. CH,
CH,
CH,
CH o R
HO R3 CH,
R4
colesterol H,C CHR,
(ciclopentanoperhidrofenantreno) triterpeno

Figura 8. Escualeno, precursor estructural del colesterol en células animales y de
los triterpenos en células vegetales
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Especificamente, se ha reportado la presencia de receptores membranales
especificos para hormonas esteroideas en linfocitos T (Dosiou et al., 2008),
como es el caso del receptor membranal a progesterona (mMPGR), el cual es un
RAPG, cuya activacion resulta en una disminucion del segundo mensajero
adenosina monofosfato ciclico (cCAMP) y, por lo tanto, de la proteinquinasa tipo A
(PKA) (Zhu et al., 2003 a; Zhu et al., 2003 b). La activacion de dichos receptores
resulta en una notable disminucion en la supervivencia y proliferacion de los
linfocitos T (Ndiaye et al., 2012).

2.4.2.1 Efecto citotdxico producido por transmisores gaseosos en células

del sistema inmune
La biosintesis de NO y de H,S se lleva a cabo de manera similar en todos los
tipos celulares. En células del sistema inmunolégico se activa la INOS para
producir NO y la CSE para aumentar las concentraciones de H,S. Asi mismo, el
mecanismo de accion y el efecto fisiologico que tienen los transmisores

gaseosos cambia segun el tipo celular.

En el caso de macréfagos y linfocitos, cuya interaccidn con patégenos forma
parte de la respuesta coordinada del sistema inmunolégico ante un proceso
infeccioso, se ha visto que aumenta la produccion del transmisor gaseoso NO,
cuando estas ceélulas se encuentran activadas; el NO se oxida rapidamente a
nitritos y nitratos. Dichos subproductos del NO son altamente toxicos para los
microorganismos, combatiendo asi el proceso infeccioso. Las especies reactivas
de nitrégeno (RNS) son igualmente nocivas para el metabolismo celular que las
especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que se puede considerar al NO
como un importante factor antimicrobiano (Nathan, 2014).

Sin embargo, el estrés nitrosativo, producido por un aumento de RNS, afecta no

solo el metabolismo de los microorganismos, sino que también puede interferir

en procesos de proliferacion de las células hospederas en una manera
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dependiente de la concentracion. Estudios anteriores han demostrado que
concentraciones bajas (picomolares y nanomolares) de NO favorecen procesos
de crecimiento, proliferacion y supervivencia celular; mientras que
concentraciones micromolares o mayores inducen arresto en la fase G1 del ciclo
celular e incluso apoptosis (Hammami et al., 2012; Napoli et al., 2013). Este
fendmeno se sustenta en la modificacion posttransduccional mas comun que el

NO tiene sobre las proteinas, la S-nitrosilacion (Hammami et al., 2012).

Por otro lado, la modificacion posttransduccional mas importante del H,S sobre
las proteinas es la S-sulfhidracién de proteinas en sus residuos de Cys (Paul y
Snyder, 2012; Yang, 2014). Lo anterior da lugar a una cascada de sefalizacion
de MAPK que resulta en una doble fosforilacion en el motivo Thr-Gly-Tyr de la
quinasa p38, a la cual activa (Altaany et al., 2013).

Cambios en el ciclo celular de adipocitos, neuronas y varios subtipos de células
del sistema inmunolégico como macrofagos vy linfocitos T, han sido relacionados
a la activacion de p38. La actividad quinasa de p38 inhibe a CDC25a, fosfatasa
responsable de eliminar el grupo fosfato del sitio inhibidor de las quinasas
dependientes de ciclinas (CDK), especificamente de CDK-4 y CDK-6 que
interactuan con la ciclina-D para iniciar la fase de crecimiento G1 del ciclo
celular; y con la CDK-2 que se une especificamente a la ciclina-E para iniciar la
fase de sintesis o replicaciéon del DNA. La fosforilacion de CDC25a impide la
continuacion del ciclo celular normal, inhibiendo asi la proliferacion y

supervivencia de las células afectadas (Figura 9) (Thorthon y Rincon, 2009).

La importancia de los transmisores gaseosos como mediadores de la respuesta
celular en diversas enfermedades los han hecho el punto central de muchas
investigaciones. La participacion del NO y el H>S en el mecanismo de accion de
algunos triterpenos, permite ampliar la comprension actual de las vias

bioquimicas involucradas por estos metabolitos secundarios. Adicionalmente,
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estos metabolitos secundarios constituyen valiosos prototipos estructurales
potencialmente utiles en el desarrollo de farmacos para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades de gran prevalencia mundial como la hipertensién
y la LLA.

S-nitrosilacién

CDC25a

CDK
4/6

ciclina D

CDK

Figura 9. Sintesis y mecanismo de accion del NO y el H,S en los linfocitos T.
RAPG, receptor acoplado a proteina G; PLC, fosfolipasa C; PIP,, fosfatidilinositol
difosfato; IP3, inositol trifosfato; DAG, diacilglicerol; R.E., reticulo endoplasmico;
CaM, calmodulina; p38, proteina 38; PI3K, fosfoinositol-3-quinasa; CDC25a,
proteina de division del ciclo celular tipo 25 homologo a (serina-treonina
fosfatasa); CDK, quinasa dependiente de ciclina; G1, fase de crecimiento 1 del
ciclo celular; S, fase de sintesis de DNA; G2, fase de crecimiento 2; M, mitosis
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3. HIPOTESIS
El acido ursodlico y el uvaol inducen vasodilatacion y reducen la

proliferacion de células jurkat mediante el incremento en los niveles de NO
Yy H.S.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Determinar la participacion de los transmisores gaseosos NO y H,S en el efecto
vasodilatador y la proliferacion de linfocitos T producidos por el acido ursdlico y

el uvaol.

4.2 Objetivos Especificos
> Cuantificar el aumento en los niveles de NO y H,S en aorta de rata
producido por el acido ursoélico y uvaol, utilizando ensayos bioquimicos de

actividad enzimatica.

> Determinar el efecto sobre la tasa de proliferacion de cultivos celulares de

linfocitos T producido por el acido ursélico y uvaol.
> Cuantificar el aumento en los niveles de NO y H,S en cultivos de linfocitos

T previamente tratados con los triterpenos acido ursolico y uvaol, mediante

ensayos bioquimicos de actividad enzimatica.
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiales

5.1.1 Material biolégico

5.1.1.1 Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (250-300 g) proporcionadas por el
bioterio de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de
Querétaro. Su cuidado y mantenimiento se llevé a cabo de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999: Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio; y lo indicado por el

International Counsil for Laboratory Animal Science (ICLAS).

5.1.1.2 Aorta aislada de rata

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion después de ser anestesiadas
dentro de una camara hermética con dioxido de carbono (CO2) (NOM-062-ZO0O-
1999). La aorta se extrajo con cuidado y se coloco en una solucion fria de Krebs-
Henseleit burbujeada con una mezcla de oxigeno-dioxido de carbono (O2-CO>)
en una proporcion de 95:5, respectivamente. El vaso sanguineo se limpi6é de
todo el tejido graso y conectivo; posteriormente, la aorta fue segmentada en
anillos de 3-4 mm de largo, cada uno de los cuales fue preparado para su uso,
segun la técnica experimental para la cual estaban destinados.

5.1.1.3 Células Jurkat E6-1
Las células de la linea de linfocitos T humanos (Jurkat, ATCC. No. TIB 152),
fueron donadas por la Dra. Elvira Nuiez de la Universidad Michoacana de San
Nicolas Hidalgo.

28



5.1.2 Compuestos quimicos y solventes
Todas las sales, reactivos, solventes y medio de cultivo RPMI, se obtuvieron de
Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA).

5.1.3 Solucidn fisiolégica de Krebs-Henseleit
Solucién de Krebs-Henseleit para aorta: pH 7.4; NaCl 126.8 mM, KCI 5.9 mM,
CaCl;2.5 mM, MgCl; 1.2 mM, NaHCO3; 30 mM, NaH;PO4 1.2 mM y D-glucosa 5
mM en agua destilada (Forstermann et al., 1994; Feelisch et al., 1999).

5.2 Métodos

5.2.1 Actividad de la eNOS en arteria
El ensayo de Griess se llevo a cabo para cuantificar los nitritos (NO2) que se
generan de manera natural a partir del proceso de oxidacion del NO, por lo que
un incremento en la concentracion de NO," corresponde a un incremento en la
produccion de NO por la NOS, de tal manera que se midi6 la actividad

enzimatica por la cuantificacién de sus subproductos.

5.2.1.1 Preparacion de la muestra de arteria
Cada uno de los anillos fue colocado en un tubo Eppendorf de 2 ml con 1000 pl
de solucién de Krebs-Henseleit previamente oxigenada, durante 10 minutos en
agitacion leve a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo, se desecharon los 1000
pl de solucidn fisioldgica y se renovaron por 950 ul de la misma, adicionalmente
se agregaron 50 pl de los reactivos de prueba: ACh (1x10™ M) como control
positivo, acido ursélico (47 uM) y uvaol (11 gyM); al control negativo se agregaron
50 pl de solucidn de Krebs. Las muestras se dejaron reposando durante 30

minutos en agitacion constante a 37°C.
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5.2.1.2 Medicion de la actividad enzimatica de la eNOS en arteria
Se colocaron 150 pl del sobrenadante en una microplaca, se adicionaron 130 pl
de solucion de Krebs-Henseleit a temperatura ambiente y en cada pozo, se
agregaron 20 pL del reactivo de Griess (10 ul de acido sulfanilico al 1% en acido
fosforico (H3PO4) al 5% y 10 pl de N-naftiletiliendiamina en HsPO4 al 5%).

El orden de adicién de estos reactivos es crucial para el éxito del ensayo, por lo
que primero se agregé el acido sulfanilico y 3 minutos después se agrego el
volumen correspondiente de N-naftiletiiendiamina para llevar a cabo la formacion
del compuesto azo, responsable de la coloracion en la reaccién. Por ultimo, se

llevé a cabo la medicion colorimétrica en un espectrofotdmetro a 548 nm.

La curva de calibracion se preparé de manera similar, utilizando estandares de

NOz" en concentraciones de 0 a 125 pM.

5.2.2 Actividad de la CSE en arteria
Este ensayo enzimatico se llevd a cabo para cuantificar por un método
colorimétrico la concentraciéon de H,S. Este gas fue sometido a una serie de
reacciones para dar lugar a la formacién de una “trampa de zinc”, de manera que
fue posible medir la actividad de la CSE por la cuantificacién de su producto, el
transmisor gaseoso H,S.

5.2.2.1 Preparacion de la muestra de arteria
Cada segmento de aorta se pesdé y se homogenizd. Se utilizd solucion
amortiguadora de Tris-HCI 20 mM a un pH ajustado de 7.5, el cual contenia un
coctel inhibidor de proteasas; la solucibn amortiguadora se mantuvo en hielo.
Para llevar a cabo la homogenizacion del tejido, se agregaron 300 pl de la
solucion amortiguadora helada al tejido. Durante dicho tratamiento se hicieron
otras dos adiciones de 300 pl de la solucion amortiguadora hasta alcanzar un
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volumen total de 900 pl del homogenado. Todo el procedimiento se llevo a cabo

en frio.

El homogenado resultante de cada aorta se transfiri6 a un tubo eppendorf, el
cual fue agitado por 2 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo se centrifugd por 15
minutos a 12,000 rpm, se separd el sobrenadante de la pastilla y se conservaron
ambos hasta el final del proceso experimental.

5.2.2.2 Medicion de la actividad enzimatica de CSE en arteria
En tubos eppendorf de 2 ml en un bano de hielo, se agregaron 50 ul del
sobrenadante, 50 ul de la molécula a evaluar en una concentraciéon de acuerdo a
su CEso previamente determinada (ACh, 1x10™* M como control positivo; acido
ursolico, 47 uM; y uvaol 11 yM). Se agregaron 20 pl de piridoxal-5"-fosfato (2
mM), 20 ul de L-cisteina (10 mM) y 30 pl de solucion de Krebs; la mezcla se dejo
en reposo durante 30 minutos en un bafio con agitacion a 37°C.

Transcurrido este tiempo se adicionaron 250 pyL de acetato de zinc (ZnAc) (1%)
para formar la trampa del H,S, 250 yL de acido tricloroacético (TCA) (10%),
seguido de 133 pL de sulfato de N,N-dietil-p-fenilendiamina (DPD) (20 mM)
diluido en acido clorhidrico (HCI) (7.2 M) y por ultimo 133 pL de tricloruro de
hierro (FeCls) (30 mM) diluido en HCI (1.2 M).

Se dejb reposar la reaccion a temperatura ambiente por 20 minutos y por ultimo
se midio la absorbancia en un espectrofotometro a 650 nm.

La curva de calibracion se prepardé con estandares de hidrosulfuro de sodio
(NaHS) en concentraciones de 3-250 yM y se les dio a los estandares el mismo
tratamiento que a las muestras (Bucci et al., 2010; Coletta et al., 2012; Kolluru et
al., 2013).
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5.2.3 Cultivos celulares de linfocitos T de la linea Jurkat E6-1

5.2.3.1 Ensayos de duplicacion celular
Las células Jurkat E6-1 se sembraron en cajas Petri adecuadas para cultivos
celulares, con medio de cultivo RPMI adicionado con los antibidticos: penicilina,
estreptomicina y fungizona, asi como suero fetal bovino al 20%. Se mantuvieron
en condiciones ideales de temperatura a 37°C y una concentracién de O,:CO, de
95:5.

En una caja de 12 pozos, se sembraron 2.5 x 10° células/ml por pozo, como se
muestra en la Figura 10, y se mantuvieron en las condiciones ideales de
incubacion para realizar conteos celulares a las 12, 24, 48 y 72 horas posteriores
a la siembra, con el fin de conocer la tasa de duplicacion de dicha linea celular

en las condiciones descritas anteriormente.

12 24 48 72 Horas
J/ J/ / J
2]
]
o
©
9O
3 J/ J/ J J
/ / J /

Figura 10. Caja de cultivo para la curva de duplicacion de células Jurkat E6-1

5.2.3.2 Efecto de los triterpenos acido ursolico y uvaol en la tasa de
proliferacion de células Jurkat E6-1

Para calcular el Enax ¥ la CEsy de cada uno de los triterpenos estudiados, se

probaron diferentes concentraciones (1 a 251.2 yM), tanto del acido ursdlico

como del uvaol en diferentes pozos que contenian un total de 1 x 10° células/ml.
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Posteriormente, se llevaron a cabo conteos celulares por triplicado para cada

concentracion, 24 y 48 horas después de la siembra con el tratamiento.

Una vez que se obtuvo la CEsy, se utilizd para estudiar el efecto de los
transmisores gaseosos, NO y H,S, sobre la proliferacion inducida por los

triterpenos.

5.2.3.3 Actividad de la INOS en cultivos de linfocitos T
La cuantificacién de NO;’, generado en los cultivos de linfocitos T a partir de la
adicion de acido ursdlico y uvaol, permitié conocer el incremento en la actividad

de la enzima NOS.

5.2.3.3.1 Preparaciéon de la muestra de linfocitos T
Se utilizaron un total de 0.5 x 10° células/ml para llevar a cabo el tratamiento
necesario para los ensayos de actividad enzimatica con los triterpenos, un
control sin tratamiento y nitroprusiato de sodio (SNP) 1 mM, como donador de
NO (Chen et al., 2011). Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

5.2.3.3.2 Medicién de la actividad enzimatica de la INOS en cultivos de
linfocitos T

La cuantificacion de NO producido en los cultivos de linfocitos T posterior a la

estimulacién con los triterpenos y con el SNP, se llevdo a cabo siguiendo la

metodologia descrita anteriormente en el punto 5.2.1.2.

5.2.3.4 Actividad de la CSE en cultivos de linfocitos T
Se cuantificé por un método colorimétrico la concentracion del gas H,S
producido en los cultivos celulares de linfocitos T. Se realizé mediante la
preparacion de una “trampa de zinc”, para asi medir indirectamente la actividad
de la enzima CSE en dichas células ante la estimulacion con los triterpenos

acido ursdlico y uvaol.
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5.2.3.4.1 Preparaciéon de la muestra de linfocitos T
Se sembraron aproximadamente 0.5 x 10° células/ml para llevar a cabo el
tratamiento necesario para los ensayos de actividad enzimatica, tanto con los
triterpenos asi como con un control sin tratamiento y el donador de H,S, NaHS
10 mM (Ryazantseva et al., 2011; Kanno et al., 2013). Todas las pruebas se

realizaron por triplicado.

5.2.3.4.2 Medicién de la actividad enzimatica de la CSE en cultivos de
linfocitos T
La cuantificacion de H,S, producido en los cultivos de linfocitos T posterior a la
estimulacién con los triterpenos y con el NaHS, se llevd a cabo siguiendo la
metodologia descrita anteriormente en el punto 5.2.2.2.

5.3 Analisis estadistico
Las curvas concentracion-respuesta (CCR) se construyeron utilizando el
programa estadistico PRISMA 5.0 y se calculé el Enax ¥ la CEso. Todos los
resultados obtenidos fueron analizados utilizando una ANOVA de una via y
prueba post-hoc de Tukey, y fueron expresadas como la media = SEM.
Aquellos resultados cuya p < 0.05 denotan diferencia estadisticamente
significativa.
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6. RESULTADOS

6.1Efecto de los triterpenos sobre la actividad enzimatica de la eNOS en
arteria
Mediante la utilizacion de la técnica de Griess, se determin6 que los triterpenos,
acido ursolico y uvaol, incrementaron los niveles de nitritos en los anillos de aorta
de rata. La cantidad de nitritos cuantificada mediante este ensayo es
directamente proporcional a la cantidad de NO biosintetizado por la enzima NOS
(Coneski y Schoenfisch, 2012).

Los valores de la concentracion de NO en arteria estimulada con los triterpenos,
se calcularon utilizando la ecuacién de regresion lineal obtenida a partir de una

curva de calibracion (Figura 11).

y =0.0163x + 0.1086
> = 0.9934

2.5

1.5
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0.0 #
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Figura 11. Curva de calibracion de NO>" y su ecuacion de regresion lineal
correspondiente

El acido ursélico indujo la mayor produccion de NO (43.61 £ 1.67 uM) en aorta

de rata, seguido del uvaol (31.63 + 0.72 yM); ambos triterpenos indujeron una
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mayor produccion de NO que la ACh (24.88 + 1.22 uM), la cual fue utilizada
como control positivo. Si tomamos el control negativo como las condiciones de
normalidad en el tejido arterial, se puede observar que el acido ursélico aumento
10 veces mas la produccidn de NO y el uvaol lo hizo 7 veces mas que en
condiciones normales (Tabla 3; Figura 12).

Tabla 3. Valores de concentracién de nitritos por estimulacion con la CEsg de
triterpenos y controles evaluados en aorta

. Produccion de nitritos
Compuesto Concentracion de
o comparado con el
evaluado nitritos (M)
control

Acido ursdlico 43.61 + 3.74 10

Uvaol 31.63 £1.63 7

ACh 24.88 +2.75 6

Control 4.26 £ 0.26 1
50 d
» 45 I
S 40
.g 35 i
cg 25
83 20
o 15
8 10 a
5 5 = |
o 0
ACh Acido ursélico Uvaol Control

Compuesto evaluado

Figura 12. Representacion en grafica de barras de la concentracion de nitritos
ante la estimulacion de cada uno de los compuestos evaluados. Todos los datos
se presentan como la media = SEM, calculada con la prueba de Tukey al 95%.

Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa
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6.2Efecto de los triterpenos sobre la actividad enzimatica de la CSE en
arteria
Los triterpenos, acido ursolico y uvaol, incrementaron notablemente los niveles

del transmisor gaseoso H-,S.

Utilizando una curva de calibracion de NaHS en concentraciones crecientes, se
obtuvo una ecuacion de regresion lineal, con la cual se calcularon las

concentraciones correspondientes de H,S en las muestras (Figura 13).

y = 0.0001x + 0.0497
> = 0.9938
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Figura 13. Curva de calibracion de NaHS y su ecuacion de regresion lineal
correspondiente

Contrario a los resultados obtenidos con relacion a los niveles de NO, la
estimulacién con el uvaol (4098 + 61.19 yM) produjo la mayor concentracion de
H,S, seguido del acido ursolico (2570.5 £ 137.07 uM). Ambos triterpenos,
también en este caso, indujeron mayor produccion de HS que la ACh. La

produccion de H,S en tejido vascular aumenté 9 veces mas, cuando éste es
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estimulado con uvaol, 6 veces mas ante la presencia de acido ursdlico y sélo 3

veces mas con el control positivo, la ACh (Tabla 4; Figura 14).

Tabla 4. Valores de concentracion de H,S por estimulacion con la CEsp de

triterpenos y controles evaluados en aorta

. Produccion de HxS
Compuesto Concentracion de
comparado con el
evaluado H2S (uM)
control
Acido ursolico | 2570.5 + 137.07 6
Uvaol 4098 £ 61.19 9
ACh 1394.7 + 57.7 3
Control 4247 £ 70.5 1
2 4500 d
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2 3500
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o S
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c
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o 500 =
O |
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ursolico

Compuestos evaluados

Figura 14. Representacion en grafica de barras de la concentracion de H,S ante
la estimulacion de cada uno de los compuestos evaluados. Todos los datos se
presentan como la media = SEM, calculada con la prueba de Tukey al 95%.

Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa
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6.3Efecto de los triterpenos acido ursoélico y uvaol sobre la tasa de
proliferacion de linfocitos T
El numero de linfocitos T sin tratamiento (3,150,000 + 184,000 células viables)
no presenta diferencia estadisticamente significativa con las células sembradas
con el vehiculo utilizado para la dilucion de los triterpenos, el DMSO (3,270,000 *
169,000 células viables) (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del DMSO en la proliferacion de linfocitos T. Todos los datos

se presentan como la media =SEM calculada con la prueba de Tukey al 95%

Los cultivos celulares tratados con concentraciones crecientes de acido ursélico
disminuyen la capacidad proliferativa de los linfocitos T y también la cantidad de

células viables presentes en los cultivos.

El tratamiento con este triterpeno alterd la viabilidad de manera significativa
desde el tiempo 0 y continuo6 hasta las 24 y 48 horas. La mayor disminucion de la
proliferacion celular se observd en la CCR correspondiente a las 48 horas

posteriores a la adicion de la concentracion mas alta de acido ursélico (251.2
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uM); se cuantificaron 152,000 + 32,000 células viables contra un control de
proliferacion de 2,857,200 + 124,000 células viables (Tabla 5) (Figura 16).

Tabla 5. Numero de células viables en funcion del tiempo en cultivos de linfocitos
T tratados con triterpenos

Numero de células viables a la
concentracion maxima de los
compuestos evaluados (x10%)
Oh 70.71 £ 6.51°
DMSO 24 h 125.47 + 9.92°
48 h 285.72 + 12.4°
) 0Oh 62.4 +2.9°
Acido d
24 h 349+47
ursodlico
48 h 152+32°
0Oh 65.55 + 6.7°
Uvaol 24 h 33.46+7.9¢
48 h 15.7+79°

abcde Diferentes letras en los superindices indican diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05)

Los cultivos que fueron tratados con uvaol presentaron un comportamiento
similar a aquéllos que recibieron el tratamiento con acido ursélico; la disminucion
en la proliferacion y la viabilidad celular de los linfocitos T ocurrié en funcién del
tiempo de tratamiento, asi como de la concentracién del mismo. Los cambios
que ocurren 24 horas después de la adicion del tratamiento no tienen diferencia
significativa con aquellos observados después de 48 h (Figura 17).

La concentracion mas alta de uvaol redujo significativamente la proliferacién

celular (157,000 + 79,000 células viables) 48 horas después de la adicién del
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triterpeno en comparacion con el control de proliferacion (3,270,100 + 38,080

células viables) (Tabla 5).

La viabilidad de las células también disminuyé en presencia de ambos
triterpenos en funcion de la concentracion y del tiempo de tratamiento. Mientras
que el control de viabilidad celular 48 horas posteriores a la siembra es de
94.5%, el acido ursolico disminuy6 dicho parametro a 35.1% y el uvaol a 30.2%
de viabilidad celular (Figura 18).
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Figura 16. CCR de la tasa de proliferacion de linfocitos T tratados con acido
ursolico alas 24 y 48 h
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Figura 17. CCR de la tasa de proliferacion de linfocitos T tratados con uvaol a las
24 y 48 h
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Figura 18. CCR del porcentaje de viabilidad celular con concentraciones
crecientes del acido ursolico, el uvaol y 1% de DMSO
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Finalmente, se evalud el efecto citotoxico del donador de NO, el SNP (1 mM) y el
donador de H,S, el NaHS (10 mM) 48 horas posteriores a su adicion. Ambos
donadores disminuyeron significativamente la viabilidad celular en los cultivos de
linfocitos T en comparacion con los triterpenos evaluados. Sin embargo, tanto el
acido ursdlico como el uvaol disminuyeron de manera estadisticamente
significativa la viabilidad celular en comparacion con el control sin tratamiento y

aquellas células tratadas con el vehiculo, el DMSO (Tabla 6; Figura 19).

Tabla 6. Porcentaje de viabilidad celular de los linfocitos T 48 horas después a la

adicion de diferentes compuestos

Compuesto evaluado % de viabilidad
Control 95.2 +3.2°
DMSO 94.8 +2.5%

Acido ursélico 62.9 + 3.7°
Uvaol 59.6 +1.2°
SNP 28.4 £3.2°
NaHS 31.4 +4.1°

abe Diferentes letras en los superindices indican diferencia estadisticamente

significativa (p<0.05)
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Figura 19. Representacion en grafica de barras del porcentaje de viabilidad
celular de los linfocitos T, 48 horas después de la adicion de diferentes
compuestos. Todos los datos se presentan como la media = SEM, calculada
con la prueba de Tukey al 95%. Diferentes letras indican diferencia

estadisticamente significativa

6.4Efecto de los triterpenos sobre la actividad enzimatica de la iINOS en
cultivos de linfocitos T
El acido ursdlico y el uvaol incrementaron la concentracion de nitritos y, por lo
tanto de NO, en cultivos celulares de linfocitos T. Las concentraciones de NO
fueron calculadas a partir de la ecuacion de regresion lineal obtenida con la
curva de calibracion de NaNO; (Figura 20).

El SNP (70.63 + 0.06 uM), un donador de NO, aumento la concentraciéon de NO
5.7 veces mas que los triterpenos evaluados. El uvaol (26.58 + 0.012 pM)
incrementd de manera estadisticamente significativa la concentracién de NO en
comparacion con el control sin tratamiento; mientras que entre el acido ursolico
(18.43 £ 0.034 uM) y el control (12.34 + 0.048 pM) no se encontré diferencia

estadisticamente significativa (Tabla 7; Figura 21).
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Figura 20. Curva de calibracion de NOy" y su ecuacion de regresion lineal

correspondiente.

Tabla 7. Valores de concentracién de nitritos por estimulacién con la CEsg de
triterpenos y controles evaluados en cultivos de linfocitos T

Compuesto evaluado | Concentracion de NO; (M)
Nitroprusiato 70.63 + 0.06°
Acido ursélico 18.43 + 0.034°
Uvaol 26.58 + 0.012°
Control 12.34 + 0.048°
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Figura 21. Representacion en grafica de barras de la concentracion de nitritos
ante la estimulacion de cada uno de los compuestos evaluados. Todos los datos

se presentan como la media = SEM, calculada con la prueba de Tukey al 95%.

Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa

6.5Efecto de los triterpenos sobre la actividad enzimatica de la CSE en
cultivos de linfocitos T

Se cuantificd el incremento en la concentracion de H,S biosintetizado en

presencia de acido ursolico y de uvaol en cultivos celulares de linfocitos T.

Utilizando la curva de calibracion de NaHS, se obtuvo una ecuacién de regresiéon

lineal que permiti6 conocer las concentraciones de HS en presencia de los

triterpenos y controles evaluados (Figura 22).

El donador de H,S, NaHS (53.71 + 0.0303 pM) incrementd de manera
significativa la concentracion de H,S en comparacion con los tratamientos con
triterpenos. El tratamiento con uvaol (23.29 + 0.0142 pyM) aumentd la
concentracion del H,S de manera significativa, mientras que el acido ursélico

(11.14 = 0.0134 pM) no presentd un incremento en la concentracion de H,S
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estadisticamente significativo en comparacion con el control (8.35 £ 0.0102 pM)
(Tabla 8; Figura 23).
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Figura 22. Curva de calibracion de NaHS y su ecuacion de regresion lineal

correspondiente.

Tabla 8. Valores de concentracion de H,S por estimulacion con la CEsp de
triterpenos y controles evaluados en cultivos de linfocitos T

Compuesto evaluado | Concentracion de H,S (UM)

NaHS 53.71 £ 0.0303°
Acido ursélico 11.14 + 0.0134°
Uvaol 23.29 + 0.0142°
Control 8.35 +0.01022
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Figura 23. Representacion en grafica de barras de la concentracion de H,S ante

la estimulacion de cada uno de los compuestos evaluados. Todos los datos se

presentan como la media = SEM, calculada con la prueba de Tukey al 95%.

Diferentes letras indican diferencia estadisticamente significativa
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7. DISCUSION

Estudios previos han demostrado la importancia fisiolégica que tienen los
transmisores gaseosos NO y H,S en la regulacion del tono vascular (Colleta et
al.,, 2012). El primero lleva a cabo su funcion vasodilatadora mediante la
elevacion de los niveles de GMP ciclico (Curran et al., 2014), mientras que el
segundo, lo hace principalmente mediante la activacion de canales de K* y la
inhibicion de la PDE, enzima responsable de la degradacion del cGMP (Kolluru
et al., 2013). Estudios anteriores han sugerido la participacion de triterpenos
pentaciclicos, como el acido ursolico y el uvaol, en la activacion de las vias
bioquimicas del NO/cGMP y del H,S/CvK" (Xu et al., 2013; Solis-Gutiérrez,
2013).

Tomando en cuenta estos antecedentes, en la presente tesis se evalud la
actividad enzimatica de la NOS y la CSE, en presencia de los triterpenos acido
ursolico y uvaol, los cuales presentaron un efecto vasodilatador mayor que la
ACh en ensayos de aorta aislada de rata (Solis-Gutiérrez, 2013). La
determinacién de la actividad de estas enzimas se realizé mediante la
cuantificacion de los subproductos, los cuales son marcadores indirectos de su
activacion. En estudios previos, se determind que la concentracion del
subproducto es directamente proporcional a la concentracién de su producto
original, NO o H2S (Coneski y Schoenfisch, 2012).

Los triterpenos evaluados y la ACh incrementaron los niveles de NO en la aorta
de rata. La presencia de acido ursolico en la aorta incrementé significativamente
la concentracion de NO en comparacion con la estimulacién de dicha arteria con
uvaol (Tabla 3; Figura 12). Este resultado es consistente con los resultados
obtenidos por nuestro grupo de trabajo, utilizando el ensayo de aorta aislada de
rata, en donde se observd que el acido ursolico indujo mayor efecto
vasodilatador que el uvaol (Figura 4) (Solis-Gutiérrez, 2013). Adicionalmente,
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ambos triterpenos indujeron una produccion significativamente mayor de NO que
la ACh (Tabla 1).

Los triterpenos evaluados también incrementaron significativamente la
concentracion de H»S. El uvaol incrementd 9 veces la concentracion de H,S con
relacion al tejido tratado como control, mientras que el acido ursolico increment6
la concentracion 6 veces mas. Ambos triterpenos resultaron ser mas efectivos
que la ACh (Tabla 4; Figura 14).

Los resultados que muestran un incremento en los niveles de NO y H,S inducido
por los triterpenos en aorta son consistentes con nuestros resultados, utilizando
el ensayo de aorta aislada de rata e inhibidores de las enzimas que producen
estos transmisores gaseosos: la NOS y la CSE. La inhibicion de estas enzimas:
la NOS con L-NAME vy la CSE con PPG redujeron significativamente el efecto
vasodilatador de estos compuestos (Solis-Gutiérrez, 2013).

Los resultados previamente descritos sugieren que los triterpenos estudiados
activan las enzimas eNOS y CSE, incrementando la biosintesis de sus
respectivos transmisores gaseosos. Recientemente, nuestro grupo de
investigacion realizé un estudio farmacoldgico in silico que sugiere la interaccion
directa entre los triterpenos y sitios alostéricos en las enzimas eNOS y CSE
(informacion no publicada), lo cual produciria un aumento en su actividad
enzimatica. Estos resultados son congruentes con los datos publicados por Rios
et al. (2012), quienes describieron la interaccion de un grupo de triterpenos
acidos, incluyendo al acido ursolico, con un sitio alostérico en la eNOS. Sin
embargo, es necesario continuar los estudios para descartar la participacion de
receptores membranales endoteliales en el efecto vasodilatador inducido por los

triterpenos acido ursalico y uvaol.
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En estudios previos, se ha estudiado el efecto antiproliferativo que algunos
triterpenos presentan en tipos celulares especificos del sistema inmunologico
(Shishodia et al., 2003; Checker et al., 2012). En la presente investigacion se
determind que acido ursolico y el uvaol disminuyeron la tasa de proliferacion y

supervivencia de los linfocitos T.

Como vehiculo para la dilucion de los triterpenos se utilizd DMSO. No se
observaron cambios en la tasa de proliferacion estadisticamente significativos
entre los cultivos celulares tratados unicamente con el vehiculo y aquellos sin
tratamiento (Figura 15), lo que sugiere que el DMSO no tiene efecto sobre la

proliferacion en la concentracién utilizada.

La disminucién en la tasa de proliferacion de linfocitos T es dependiente del
tiempo de tratamiento y la concentracion de los triterpenos. La proliferacién de
los linfocitos T disminuye de manera estadisticamente significativa entre las 24 y
las 48 horas posteriores a la adicion del acido ursolico (Figura 16). En una
investigacion realizada por Gao et al. (2011), se demostré que el acido ursdlico
aumenta la activacién tanto de las caspasas iniciadoras 8 y 9, como de las
caspasas efectoras 3 y 7, en cultivos primarios y secundarios de linfocitos T; sin
embargo, no hay estudios similares para el uvaol. Los resultados obtenidos en
este estudio demuestran que la adicion de uvaol abate la proliferacion celular
desde las 24 horas y no presenta un cambio significativo 48 horas después de la
adicion del compuesto (Figura 17), lo anterior sugiere que el mayor efecto

maximo del uvaol es alcanzado dentro de las primeras 24 h de tratamiento.

El porcentaje de viabilidad de los linfocitos T también disminuyd
considerablemente en presencia de ambos triterpenos (Tabla 5; Figura 18). Los
tratamientos iniciaron con aproximadamente 80% de viabilidad celular al
momento de la siembra, 48 horas después de la adicion de acido ursolico y
uvaol, la viabilidad disminuy6 a 35% y 30%, respectivamente. Mientras que, al
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mismo tiempo, el control de proliferacion presentdé un 95% de células vivas.
Estos resultados demuestran el efecto citotoxico de los triterpenos, el cual es
consistente con los reportes de Li et al. (2014) y Chudzik et al. (2015), sobre el
efecto antiproliferativo y proapoptético que inducen algunos triterpenos en una
gran variedad de lineas celulares neoplasicas, incluyendo los linfocitos T.

Previamente, se reporto la participacion del NO y el H2S en la disminucién de la
proliferacion y el efecto citotdéxico en tipos celulares neoplasicos (Hammami et
al., 2012; Napoli et al., 2013). Tomando en cuenta lo anterior, se explord la
participacion de los trasmisores gaseosos en el efecto inducido por los
triterpenos. Ademas de la evaluacion del acido ursélico y el uvaol, se utilizaron
donadores especificos de cada unos de los transmisores gaseosos con la
finalidad de determinar si el efecto citotéxico de los triterpenos involucraba la
participacion del NO y en H,S. Se utilizo SNP como donador de NO (Chen et al.,
2011) y NaHS para incrementar la concentracion de H2S en los cultivos celulares
(Ryazantseva et al., 2011; Kanno et al., 2012). Los resultados obtenidos
indicaron que la viabilidad celular disminuye tanto en presencia de los triterpenos

evaluados, como en presencia de los donadores de NO y H,S.

Nuestros resultados son consistentes con estudios anteriores que han
demostrado que el efecto del NO sobre linfocitos T depende directamente de la
concentracion del mismo. Cuando el NO se encuentra en concentraciones pM y
nM se favorecen procesos de proliferacion y supervivencia celular. Mientras que
concentraciones yM o mayores inducen citostaticidad, apoptosis y hasta necrosis
de los linfocitos T (Hammami et al., 2012; Napoli et al., 2013).

La cuantificacion de NO mediante la técnica de Griess demostré que los
compuestos evaluados aumentaron la concentracion de NO hasta
concentraciones uM. El uvaol incrementod 2.5 veces mas la concentracion del NO

que el control, mientras que el acido ursdlico no incrementd de manera
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estadisticamente significativa la concentracion del mismo transmisor gaseoso en
comparacion con el control sin tratamiento (Tabla 6; Figura 20). Sin embargo, en
todos los casos se observo una disminucion en la proliferacion y en la viabilidad
celular, lo cual sugiere la participacidon de vias de sefalizacion alternativas

activadas por los triterpenos en los linfocitos T.

En cuanto al estudio del efecto bioactivo del H,S, Chattopadhyay et al. (2013)
reportaron que entidades liberadoras de H,S acopladas a un AINE
(antiinflamatorio no esteroideo): naproxeno, acido acetilsalicilico o ibuprofeno,
disminuyen la proliferacion y aumentan la apoptosis de una gran variedad de
células neoplasicas, incluyendo las Jurkat E6.1. En estas células aumenta la
activacion de la caspasa activadora 3, lo cual disminuye considerablemente la
expresion de B-catenina citoplasmatica, afectando la comunicacién intercelular

via E-cadherina, dando inicio a la apoptosis.

Los resultados de la cuantificacidon de H,S fueron similares a aquellos de la
cuantificacion del NO. El uvaol incrementd significativamente la concentracion
del H,S en comparacion con el control que no recibié tratamiento; sin embargo,
esto no ocurrio en el caso del tratamiento con acido ursdlico (Tabla 7; Figura 22).
Estos resultados sugieren la posible activacion de vias de sefalizacidon
alternativas que participan en la disminucion de la proliferacion y la viabilidad
celular observada en los cultivos celulares de linfocitos T.

Las técnicas de activacion enzimatica utilizadas en esta investigacion, indican
que los transmisores gaseosos participan en el efecto citotoxico producido por
los triterpenos evaluados. Sin embargo, estos resultados no descartan la posible
participacion de otros mecanismos bioquimicos en el efecto citotéxico de estos
compuestos. Anteriormente se habia reportado la participacion del NO y el HyS
en dicha actividad, sin embargo solo se han utilizado donadores especificos de

cada uno de los transmisores gaseosos. En la presente investigacion se
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utilizaron el acido ursdlico y el uvaol para estimular la activacion de las enzimas
NOS y CSE.

La activacion de otras vias bioquimicas, diferentes a las vias de los transmisores
gaseosos, podrian contribuir al efecto citotéxico producido por los triterpenos.
Por ejemplo, la similitud estructural que hay entre las hormonas esteroideas y los
triterpenos, asi como la regidn conservada CRAC en los RAPG; particularmente
el receptor membranal de progesterona, el cual esta acoplado a la subunidad a;
(Ndiaye et al., 2012; Wang et al., 2014) constituyen posibles mecanismos
alternativos. La activacion de estos receptortes se ha relacionado con la
inhibicion de procesos de supervivencia celular y podria contribuir en el efecto
observado en los cultivos de linfocitos T tratados con acido ursdlico y uvaol.

Adicionalmente, tanto el acido ursélico como el uvaol podrian llevar a cabo su
efecto bioactivo en el interior de la célula. Su lipofilicidad les permite atravesar
facilmente las membranas plasmaticas y, una vez en el citoplasma, inhibir a IKK,
evitando la separacion del NF-k3 de su subunidad inhibitoria, Ik, disminuyendo
la biosintesis de proteinas necesarias para la proliferacion y supervivencia de la
célula (Checker et al., 2012).

Los triterpenos son metabolitos secundarios ampliamente estudiados por sus
propiedades farmacologicas. La presente investigacion demostré que el acido
ursolico y el uvaol producen la relajacion de la aorta aumentando la biosintesis
de los transmisores gaseosos NO y H,S, factores vasodilatadores derivados del
endotelio, cuyas propiedades son de especial interés en el tratamiento de la
hipertension.

Asimismo, estos compuestos, tienen un efecto antineoplasico en linfocitos T, en

donde disminuyen la proliferacion, viabilidad y supervivencia de estas células. El
efecto citotoxico de estos compuestos involucra, al menos en parte, la
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participacion de los transmisores gaseosos NO y H,S; sin embargo, es posible
que otros mecanismos bioquimicos estén involucrados en este efecto. Los
triterpenos, acido ursdlico y uvaol, constituyen prototipos estructurales que
pueden ser desarrollados como farmacos alternativos en el tratamiento de

patologias de gran prevalencia mundial como la hipertension y la leucemia.
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8. CONCLUSIONES

El efecto vasodilatador producido por el acido ursolico y el uvaol involucra
la participacién del NO y el H,S

Tanto el acido ursolico, como el uvaol disminuyen significativamente la
tasa de proliferacion de linfocitos T de manera dependiente de la

concentracion

Los dos triterpenos estudiados, el acido ursolico y el uvaol, disminuyen
significativamente la viabilidad celular de los linfocitos T de manera
dependiente de la concentracion

El uvaol, pero no el acido ursolico, incrementa la concentracion de ambos

transmisores gaseosos (NO y H»S)
Es necesario explorar la participacion de vias bioquimicas alternativas a

las de los transmisores gaseosos en el efecto citotoxico inducido por los
triterpenos en los cultivos de linfocitos T
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10.SIGLAS Y ACRONIMOS

3-MST, 3-mercaptopiruvato sulfurotransferasa
ACh, acetilcolina

AcZn, acetato de zinc

AINE, antiinflamatorio no esteroideo

Ca*, i6n calcio

CaM-Ca?*, complejo calcio-calmodulina

CaM, calmodulina

cAMP, adenosina monofosfato ciclico

CBS, cistationina-B-sintasa

CCR, curva concentracion-respuesta
CDC25a, proteina de division del ciclo celular tipo 25 homologo a
CDK, quinasa dependiente de ciclina

CEso, concentracion efectiva media

cGMP, guanosin monofosfato ciclico

CLM, cadena ligera de la miosina

CO, monoxido de carbono

CO,, di6xido de carbono

CRAC, Cholesterol Recognition/Interaction Aminoacid Consensus Sequence
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CSE, cistationina-y-liasa

CvK’, canales de potasio dependientes de voltaje
DAG, diacilglicerol

DPD, sulfato de N,N-dietil-p-fenilendiamina

EDHF, factor hiperpolarizante derivado de endotelio
EGF, factor de crecimiento epidermal

Emax, efecto maximo

eNOS, oxido nitrico sintasa endotelial
ENT, enfermedades no transmisibles
FeCls, tricloruro de hierro

H.S, sulfuro de hidrogeno

H3PO,, acido fosférico

HCI, acido clorhidrico

HO-Il, hemooxigenasa Il

ICLAS, Counsil for Laboratory Animal Science
IKK, quinasa de la quinasa inhibitoria
INOS, 6xido nitrico sintasa inducible
IP3, inositol trifosfato

IkB, factor inhibidor de kB



K*, ion potasio

Kca, canales de potasio activados por calcio
L-NAME, éster metilico de L-nitroarginina
LLA, leucemia linfoblastica aguda

mAChHR, receptor de acetilcolina muscarinico
MAPK, proteinquinasas activadas por mitogenos
MESO-IX, mesoporfirina IX

mPGR, receptor membranal a progesterona
nAChR, receptor de acetilcolina nicotinico
NaHS, hidrosulfuro de sodio

NF-kB, factor de transcripcién nuclear k3
nNOS, oxido nitrico sintasa neuronal

NO, 6xido nitrico

NO_’, nitritos

NOS, 6xido nitrico sintasa

0,-CO,, oxigeno-didxido de carbono

OMS, Organizacién Mundial de la Salud

p38, proteina 38

PDE, fosfodiesterasa
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PI3K, fosfatidilinositol-3-quinasa

PIP,, fosfatidilinositol difosfato

PKA, proteinquinasa tipo A

PKG, proteinquinasa tipo G

PLC, fosfolipasa C

PPG, propargilglicina

PTT, proteinfosfatasa

RAPG, receptor acoplado a proteinas G
RE, reticulo endoplasmico

RNS, especies reactivas de nitrogeno
ROS, especies reactivas de oxigeno
sGC, guanilato ciclasa soluble

SNP, nitroprusiato de sodio

TCA, acido tricloroacético
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