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RESUMEN

En México, el uso de plantas con fines terapéuticos es una practica ampliamente
utilizada y, en la actualidad, existe una creciente tendencia al uso de plantas y/o
extractos y su incorporacion a productos de consumo, como las bebidas. Esto
genera un problema, ya que la mayoria de productos comercializados como
funcionales no presentan estudios que respalden las propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias de los extractos herbales utilizados en su elaboracion. Por lo
anterior, el objetivo del presente proyecto fue evaluar las propiedades
antioxidantes y antiinflamatorios de diferentes extractos herbales acuosos
propuestos para la elaboracion de bebidas funcionales, entre las que se incluyen:
flor de Jamaica, hierbabuena, hierba del sapo y cocolmeca en un modelo in vitro.
Para lo anterior, se emple6 un cultivo de macréfagos murinos (RAW 264.7)
estimulados con LPS (1 ug/mL) y los resultados indican que los extractos herbales
de flor de jamaica y hierbabuena no mostraron un efecto citotoxico significativo en
el intervalo de concentraciones de 2 a 50 mg/mL; mientras que, el extracto de
cocolmeca mostré toxicidad a la concentracion mas alta. Por el contrario, el
extracto de la hierba del sapo disminuy6 significativamente la viabilidad a partir de
la concentracion de 6 mg/mL. En lo que respecta a la actividad antiinflamatoria, los
resultados indican que el extracto de flor de Jamaica disminuy6 la produccion de
nitritos (como un indicador de la concentracion de ON) de manera dosis-
dependiente, hasta en un 63.5%, no observandose efecto alguno con el extracto
de hierbabuena. Los resultados anteriores son de gran relevancia, ya que las
concentraciones de los extractos empleados en este estudio son relativamente
elevadas, lo que podria sugerir la falta de toxicidad para los extractos acuosos de
flor de jamaica, hierbabuena y cocolmeca. Los resultados de la cuantificacién por
gPCR sugieren que si bien los mecanismos antioxidantes pueden ser estimulados
por los compuestos bioactivos presentes en los extractos de flor de jamaica y
hierba buena, estos se ven afectados significativamente en presencia de un
estimulo proinflamatorio; por lo anterior se podria inferir que el mecanismo esta
regulado por el complejo Nrf2/Keapl/lkb. Sin embargo, es importante ampliar la
evaluacion de las propiedades bioldgicas de dichos extractos herbales que se
tienen como candidatos para la elaboracién de bebidas funcionales.

Palabras clave: Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa), hierbabuena (Mentha
piperita), cocolmeca (Smilax cordifolia), hierba del sapo (Eryngium heterophyllum),
D3T, 6xido nitrico.



ABSTRACT

Plants constitute a primary and large source of preventive compounds against
several human diseases, mainly those associated to oxidative stress and
inflammatory processes. In Mexico, the therapeutic use of herbal preparations is a
widely common practice and, nowadays, there is growing interest in their use as a
ingredients in functional foods, such as beverages. However, there is a lack of
evidence-based research for most of the products commercially available to
confirm the biological properties. Therefore, our objective was to evaluate the
antioxidant and anti-inflammatory properties of the aqueous extracts of roselle
flowers (Hibiscus sabdariffa), peppermint (Mentha piperita) leaves, Smilax
cordifolia root and Eryngium heterophyllum leaves in mouse RAW 264.7
macrophages stimulated by bacterial lipopolysaccharide (LPS, 1 pg/mL). Our
results indicated the lack of toxicity exhibited by the aqueous extracts of roselle
flowers and peppermint leaves at the doses evaluated (2 — 50 mg/mL); meanwhile,
Smilax cordifolia root extract diminished cell viability at highest concentration. On
the contrary, the agueous extract of E. heterophyllum significantly decreased cell
viability at a lower dose (6 mg/mL). On the other hand, the agueous extract of
roselle flowers showed a significant anti-inflammatory activity by decreasing the
nitric oxide production in a dose-dependent manner (up to 63.5%), whereas no
effect was observed with peppermint extract. In addition, we included a well-known
inducer of various antioxidants and phase 2 enzymes, D3T (3H-1,2-dithiole-3-
thione), and the results suggested that this thiole-thione compound also exhibits
anti-inflammatory activity. Our results of lack of toxicity for the aqueous extracts of
roselle flowers, peppermint leaves and Smilax cordifolia root at the doses
evaluated are of major relevance, since we intend to use them in order to reduce
the public health burden of chronic disease through natural resources consumed
preferably as beverages. The results of the gPCR quantification show that even if
the bioactive compounds present in the roselle flowers and peppermint extracts
can estimulate the transcription of antioxidant genes, a significantly negative
expression is observed in presence of a pro-inflammatory agent LPS; Thus
suggesting that both effects might be modulated by the Nrf2/Keapl/lkb complex
However, further studies are required in order to explore other biological properties
and their mechanism of action.

Key words: roselle flowers (Hibiscus sabdariffa), peppermint (Mentha piperita),
Smilax cordifolia, Eryngium heterophyllum, D3T, nitric oxide.
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.  INTRODUCCION

Los procesos inflamatorios, asi como el estrés producidos por un exceso de
especies reactivas de oxigeno (ERO) sin un proceso regulatorio adecuado, son
condiciones que anteceden a cuadros inflamatorios agudos y crénicos que pueden
derivar en enfermedades crénico degenerativas tales como: cancer,
ateroesclerosis, asma, enfermedades autoinmunes, diabetes, obesidad, entre

otras.

Investigaciones a través de los afios han generado informacién sobre genes
regulados por factores de transcripcion relacionados con procesos inflamatorios,
como el factor potenciador de las cadenas ligeras kappa en células B activadas
(NF-kB). Por esta razon, la inhibicidon/regulacién de mediadores y citocinas pro-
inflamatorias se ha propuesto como una estrategia alternativa para la prevencion o

tratamiento de varias enfermedades inflamatorias.

En nuestro pais varias de estas afecciones van en aumento; por ello, es
importante generar estrategias que contribuyan a la disminucion de este tipo de
desérdenes. Una alternativa importante es el uso de plantas con propiedades
terapéuticas; éstas pueden ser empleadas en distintas formas para disefiar
productos con valor agregado, conocidos como alimentos funcionales. Una linea
de alimentos funcionales en constante desarrollo es la referente a bebidas
funcionales, con un aumento aproximado del 6% anual; ésta ofrece un marco
bastante amplio para la incorporacion de extractos herbales con actividad

antiinflamatoria y/o antioxidante.

La informacién que derive de esta investigacion y futuros proyectos es importante
para generar evidencia sobre los beneficios de diferentes extractos herbales, asi
como para validar la seguridad y efectividad del uso “tradicional” de estos y

proponer nuevas fuentes naturales con potencial antiinflamatorio y/o antioxidante.



[I. ANTECEDENTES
2.1. Inflamacién

La inflamacion es fundamentalmente una respuesta de caracter protector, cuyo
objetivo es defender al organismo de la lesion iniciada por microorganismos,
toxinas, alérgenos, entre otros factores (Zulet, 2007). Los aspectos basicos que se
destacan en el proceso inflamatorio son, en primer lugar, la focalizacion de la
respuesta, que tiende a circunscribir la zona de lucha contra el agente agresor. En
segundo lugar, la respuesta inflamatoria es inmediata, de urgencia y por tanto,
altamente inespecifica, aunque puede favorecer el desarrollo posterior de una
respuesta especifica. En tercer lugar, el foco inflamatorio atrae a las células
inmunes de los tejidos cercanos. Las alteraciones vasculares van a permitir,
ademas, la llegada desde la sangre de moléculas inmunes (Gallin, 1989; Male y
col., 1991; Roit y col., 1992).

2.1.1. Células y elementos en la inflamacion
De forma esquematica, el proceso inflamatorio se puede dividir en cinco etapas:

e Liberacidbn de mediadores. Son moléculas, la mayor parte de ellas, de
estructura elemental que son liberadas o sintetizadas por el macréfago, u
otras células del sistema inmune, bajo la actuacién de determinados
estimulos.

e Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada
de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

e Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en
su mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al
foco.

e Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las

respuestas inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie de



mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso
(homedostasis).

e Reparacion. Fase constituida por fenOmenos que van a determinar la
reparacion total o parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por
la propia respuesta inflamatoria.

Contrario a lo que se cree, la inflamacion es una respuesta protectora, cuyo
principal objetivo es librar al organismo del elemento causante del dafio celular y
de las consecuencias de ese dafio, con formacion de células y tejidos necroticos.
Sin la inflamacion, las infecciones se diseminarian y las heridas no cicatrizarian.
Por otro lado, la inflamacion no controlada adecuadamente es la base de las
reacciones de hipersensibilidad y enfermedades crénicas (Enciso y Arroyo, 2011).

2.1.2. Inflamacién aguda

La inflamacion aguda es una respuesta rapida a un agente lesivo, microorganismo
y a otras sustancias extrafias. Esta respuesta esta disefiada para liberar leucocitos
(precursores de los macréfagos) y proteinas plasmaéticas en los sitios de lesion; en
el foco lesivo, los leucocitos eliminan los agentes lesivos y comienzan el proceso

de digerir y eliminar el tejido necrotico.

Existen diferentes estimulos que activan mecanismos de inflamaciéon aguda, de los

gue podemos mencionar:

e Infecciones (bacterianas, viricas, fangicas, parasitarias) se encuentran
dentro de las causas mas comunes y médicamente importantes de
inflamacion.

e Traumatismos (contusos y penetrantes) y agentes fisicos o quimicos (lesion
térmica, radiacién, sustancias corrosivas) lesionan las células del huésped y
desencadenan reacciones inflamatorias.

e Necrosis tisular, incluida la isquemia.

e Reacciones inmunes (hipersensibilidad) frente a sustancias ambientales o

contra el huésped (autoinmune).



Dado que estos estimulos para las respuestas inflamatorias no pueden eliminarse,
estas reacciones tienden a ser persistentes, tienen con frecuencia caracteristicas
de inflamacién cronica lo que las convierte en causa importante en la morbilidad y
mortalidad. Cada uno de estos estimulos puede inducir reacciones con
caracteristicas distintivas, pero todas las reacciones inflamatorias tienen las

mismas caracteristicas basicas.

Los leucocitos activados, en especial los macréfagos, secretan una amplia
variedad de citocinas que estimulan el proceso inflamatorio, por lo que también
son capaces de dafar tejidos sanos (consecuencias patologicas de la inflamacion)
(Robbins, 2008).

2.1.3. Inflamacién crénica

La inflamacién crénica es un proceso inflamatorio de duracion prolongada
(semanas, meses y afios) en el que la inflamacion activa, la lesion tisular y la
cicatrizacion suceden simultaneamente. En contraste con la inflamacion aguda,
gue puede distinguirse por cambios vasculares, edema y un filtrado predominante

de neutrdfilos, la inflamacién cronica se caracteriza por:

¢ Infiltracion con células mononucleares, como neutrofilos.

e Destruccion tisular, en gran medida inducida por los productos de las
células que promueven la respuesta inflamatoria.

e Reparacion, que implica la proliferacibn de nuevos vasos sanguineos

(angiogénesis) y fibrosis (Cotran, 2011).

La inflamacién aguda puede progresar a un estado de inflamacién cronica; esta
transicion se produce cuando no puede regularse la respuesta aguda, ya sea por
la persistencia del agente lesivo o por interferencia con el proceso de reparacion

normal.

Los macrofagos son las células dominantes en la inflamacion cronica, son células

tisulares derivadas de los monocitos de la sangre circulante. Los macréfagos se



hallan normalmente diseminados de modo difuso en la mayoria de los tejidos
conjuntivos y érganos. En todos los tejidos, los macrofagos actian como filtros
para la materia particulada, microbios y células senescentes, asi como de
centinelas para alertar a los componentes especificos del sistema inmune frente a

los agentes lesivos (Cotran, 2011).

Después de su activacion, los macrofagos secretan una amplia variedad de
productos biol6gicamente activos o mediadores de inflamacion que, si ho son
regulados apropiadamente, pueden dar lugar a lesion tisular y fibrosis

(caracteristicos de inflamacion crénica). Estos productos incluyen:

e Proteasas acidas y neutras; las proteasas neutras estan implicadas
también como mediadores de dafio en la inflamacién aguda.

e Especies reactivas de oxigeno (ERO) y 6xido nitrico (ON)

e Citocinas como la interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), como también una variedad de factores de crecimiento que

influyen en la proliferacion celular (Robbins, 2008).

2.1.4. Medidores de inflamacion

Los mediadores pueden ser producidos localmente por células en el sitio de la
inflamacion o pueden estar circulando en plasma (liberados por el higado). Estos
mediadores derivados de células del sistema inmune principalmente, se
encuentran regularmente contenidos en granulos intracelulares y son liberados en
respuesta a un estimulo o se sintetizan de novo (prostaglandinas y citocinas);
Algunos de estos mediadores tienen actividad enzimatica directa, toxica o ambas

(proteasas lisosémicas y ERO).

Dentro de los mediadores del proceso inflamatorio mas importantes podemos
mencionar a IL-1 y TNF-q, los cuales son producidos por macréfagos activados,
células cebadas, células endoteliales y algunos otros tipos de células. Su funcién

principal en la inflamacion es la activacion endotelial, que da como resultado el



reclutamiento de leucocitos; TNF-a aumenta también la trombogenicidad del

endotelio que produce agregacion y activacion de neutrdfilos.

Aunque TNF-a y IL-1 son secretados por macréfagos y otras células en los sitios
de inflamacion, pueden entrar a circulacion y actuar en sitios diferentes para
inducir la reaccion de fase aguda sistémica que es asociada a infecciones y

enfermedades inflamatorias (Robbins, 2008).
2.1.4.1. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El TNF fue identificado inicialmente como mediador de la necrosis tumoral en el
suero de ratones tratados con lipopolisacarido (LPS) produciendo necrosis
hemorragica y completa regresion de tumores transplantados; también se le ha

detectado en muerte de células tumorales in vivo (Valencia, 2002).

Originalmente, el término TNF se referia a dos citocinas fuertemente relacionadas,
TNF-a y TNF-B, ambas interactian con los mismos receptores desplegando una
amplia variedad de respuestas inmunoldgicas y han sido relacionadas como
mediadores patogénicos de enfermedades en humanos (Tracey y Cerami, 1994;
Saccay col., 1998).

Las células B y T producen cantidades significativas de TNF-a, pero es
primordialmente producida por monocitos o macréfagos, siendo los macrofagos
activados la principal fuente celular. La cantidad de TNF-a producido depende del
estado de activacion de la célula y el tipo de estimulo. La activacion de
macrofagos por LPS da como resultado una fuerte induccion de TNF; la tasa de
transcripcion se incrementa considerablemente tanto en RNAm (incremento de un

50% a 100%) como en secrecion de la proteina (Wilson y col., 1997).

El TNF-a es causante de una gran variedad de respuestas celulares y organicas
dentro de las que se incluye fiebre, dafio tisular, necrosis, anorexia, induccion de
otras citocinas, moléculas inmunoreguladoras, de proliferacion, diferenciacion

celular y apoptosis (Liu y col., 1996).



2.1.4.2. Interleucina-1 (IL-1)

La IL-1 es una citocina pro-inflamatoria y pleiotrépica que induce de manera local y
sistémica mecanismos contra infecciones o0 agentes lesivos. Esta citocina
promueve la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales, las
cuales en conjunto con quimiocinas, estimulan la infiltracion de células

inmunocompetentes e inflamatorias (Dinarello, 2009).

La IL-1 causa fiebre, vasodilatacion, disminucion en la presion arterial y un
incremento en la sensibilidad al dolor; por lo anterior, su actividad puede
considerarse un mediador central en la inflamacion aguda y crénica; lo que
representa un blanco terapéutico importante (Dinarello, 2004). La expresion de IL-
1 esta regulada a nivel transcripcional por NF-kB que también es responsable de
la expresion de TNF-a; asi mismo, la IL-1 y TNF-a pueden activar a NF-kB
creando un circulo vicioso caracteristico de la inflamacion cronica (Feldmeyer y
col., 2010).

El receptor antagonico de la IL-1 es un inhibidor de su actividad. Este antagonista
se fija al receptor de membrana de la IL-1 practicamente con la misma afinidad
gue la citocina. El resultado final es el bloqueo de la actividad biolégica de la IL-1;
sin embargo, el bloqueo no se traduce en la disminucion de la mortalidad en

experimentos con pacientes que presentan choque séptico (Fisher y col., 1994).
2.1.4.3. Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina circulante que secretan diferentes células, incluidas los
macréfagos y linfocitos activados (Yudkin y col.,, 2000). La inflamacion es el
estimulo principal de la produccién de IL-6, pero existen otros como el humo del

tabaco y la acumulacion de tejido adiposo (Harris y col., 1999).

La sintesis hepatica de la proteina C reactiva (PCR) esta en gran medida regulada
por la IL-6 (Pasulka y col., 1985; Roytblat y col., 2000), que se cree representa el
principal regulador de la respuesta hepatica en la fase aguda durante estimulos

dolorosos como trauma, infeccion, intervenciones y quemaduras.



Por otra parte, la obesidad contribuye al mantenimiento de un estado de
inflamacion cronica y en los dltimos afios se ha reportado que la IL-6 plasmatica
esta relacionada con el grado de obesidad vy la resistencia a la insulina (Bastard y
col., 2002). Se ha demostrado en humanos una correlacion significativa entre los
niveles circulantes de IL-6 y el incremento en la resistencia a la insulina,
sugiriendo una participacion en la resistencia por la alteracion de la sefalizacién
en hepatocitos al inhibir la autofosforilacion del receptor de insulina (Senn y col.,
2002).

2.1.4.4. Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

La COX-2 es una enzima que limita la tasa de produccion de prostaglandinas
(PGs) y tromboxanos (TxB) a partir de acido araquidénico libre. Esta enzima no
se expresa normalmente, pero aparece rapidamente tras la exposicion de la célula
a agentes, como LPS o citocinas proinflamatorias, y regula la produccion de los
prostanoides que participan en la inflamacion (Prado, 2009).

COX-2 esta generalmente regulada a nivel transcripcional y post-transcripcional,
aunque también puede ser regulada por la tasa de sintesis/degradacion de la
proteina; el promotor de COX-2 en humanos contiene multiples sitios de union a
factores transcripcionales, incluyendo factores moleculares como la IL-6 y NF-kB.
(Prado, 2009).

2.1.4.5. Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS)

El 6xido nitrico (ON) se sintetiza a partir de la L-arginina por la enzima éxido nitrico
sintasa (NOS, por sus siglas en inglés) (Geller y Billiar, 1998). La isoforma inducible
de esta enzima (iNOS) no requiere Ca** para su funcién y se expresa en diversos
tipos celulares, principalmente macrofagos y células endoteliales. La iINOS permite
que las células liberen grandes cantidades de ON en respuesta a citocinas como
el interferon gamma (IFNy), TNF-a y IL-1 (Nathan, 1994).

2.2. Estrés oxidativo



El cuerpo humano mantiene un balance de redox (6xido-reduccién) constante,
preservando el equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes y los sistemas
antioxidantes. La pérdida de este balance lleva a un estado de estrés oxidativo,
caracterizado por un aumento en los niveles de RL y ERO, que no alcanza a ser
compensado por los sistemas antioxidantes induciendo dafio a moléculas
biolégicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos; esto ocurre principalmente
en patologias degenerativas y/o procesos inflamatorios (Beckman y B.N., 1998;

Carrillo Calvillo y Bear Sandoval, 2004).

El estrés oxidativo se presenta en diversos estados patolégicos (algunos veces
siendo la causa primaria y en otros agudizando las complicaciones) en los cuales
se ve altera la funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo
de enfermedades cronico-degenerativas como la aterosclerosis, cardiomiopatias,

cancer, entre otras.

2.2.1. Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Los organismos en condiciones aerdbicas tienen la caracteristica de generar
formas parcialmente reducidas de oxigeno (O;) que cominmente se conocen
como ERO (Di Mascio y col., 1991). Son pequefias moléculas que se producen
por diferentes mecanismos entre los que podemos mencionar la cadena
respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones y reacciones de

oxidacion, entre otras, siendo la primera la principal fuente de EROs.

En condiciones normales, la célula metaboliza la mayor parte del oxigeno con la
formacion de agua sin formacion de intermediarios nocivos; sin embargo un
pequefio porcentaje del metabolismo forma dos intermediarios altamente téxicos,
los cuales son radicales libres (anion superoéxido e hidroxilo). En situaciones donde
exista una mayor actividad metabdlica (etapas de crecimiento y desarrollo o
procesos inflamatorios) ocurre una mayor demanda tisular de oxigeno, lo que
conlleva a una mayor generacién de especies oxidantes (Avello y Suwalsky,
2006).



La acumulacion de estos radicales modifican el funcionamiento normal de las
células, debido a la modificacion en el estado redox dentro de la célula o
directamente alterando biomoléculas como proteinas y el material genético. Lo

gue puede derivar en el desarrollo de enfermedades crénico degenerativas.

2.3. Estrés nitrosativo

El 6xido nitrico (ON), uno de los factores relajantes del musculo liso vascular, es
un monoxido de nitrégeno y radical libre producido a partir del aminoacido L-
arginina por un grupo de enzimas conocidas como oOxido nitrico sintasas (NOS)
(Guzman y col., 2006). Existen tres isoenzimas con esa actividad: la neuronal
(nNOS o tipo 1), la inducible (iNOS o tipo 2) y la endotelial (eNOS o tipo 3) (Bredty
Snyder, 1994; Stuehr, 1997).

A excepcion de la INOS, todas las NOS son constitutivas, es decir, se encuentran
presentes en cantidades constantes en los tejidos. Ademas de su efecto
vasorrelajante, el ON tiene otros efectos tanto fisiologicos como patoldgicos, los
cuales dependen de la reaccion en que participa, las moléculas con que reacciona
y el tipo de célula donde actla. Por otro lado, el tipo de reacciones en las que el
ON patrticipa depende de las concentraciones con respecto al tiempo en un
ambiente quimico especifico. Es importante sefalar que, a diferencia de otras
moléculas de sefializacién, la inactivacion del ON depende sélo de su reactividad
quimica con otras moléculas (Figura 1). Se pueden clasificar los efectos biolégicos
del ON en dos: los efectos directos producidos de la reaccién con moléculas
blanco y los efectos indirectos, los cuales se producen por la interaccion de
compuestos reactivos derivados del ON con otras moléculas. Los efectos
indirectos del ON se presentan cuando éste se encuentra en concentraciones de
hasta 10 uM por periodos prolongados (generalmente producidos por la iINOS)
(Guzman, 2006).
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Figura 1. Efecto del ON (Guzméan, 2006)

2.3.1. Respuesta antioxidante

La exposicion a las ERO producidas por una diversa cantidad de procesos
fisiolégicos o ambientales ha llevado al organismo a desarrollar numerosos
mecanismos de defensa (Cadenas, 1997). Los organismos se protegen contra el
estrés oxidativo inducido por las ERO con mecanismos que pueden ser
preventivos, de reparacion, defensas fisicas y defensas antioxidantes. Estos
altimos son de los mas importantes y estan compuestos por enzimas antioxidantes
como la hemo oxigenasa 1 (HO-1), DT-diaforasa NAD(P)H: quinona Oxido
reductasa (NQO1); otros mecanismos son los no enzimaticos entre los que se
encuentran el acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutation
reducido (GSH), carotenoides, flavonoides y entre otros antioxidantes. En
condiciones normales, existe un equilibrio entre las ERO y las defensas
antioxidantes esto mantiene las condiciones necesarias para la supervivencia y

buen funcionamiento de las células.
2.3.1.1 Hemo oxigenasa 1 (HO-1)

La hemo oxigenasa (HO) cataliza la conversion del grupo hemo en biliverdina,
Fe2+ y monoxido de carbono. En mamiferos, se ha descrito la expresion de al
menos dos isoformas funcionales de HO codificadas por genes diferentes, cuyas

secuencias de aminoacidos son idénticas soOlo en 43% (Maines, 2005) y se
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denominan HO-1 y HO-2. La expresion de la HO-1 se induce principalmente como
respuesta a su sustrato, el grupo hemo, y también por una gran variedad de
estimulos, entre los que se encuentran: medicamentos, metales, radiacion
ultravioleta, hipoxia, hiperoxia, isquemia, H,O, y deplecion de glutation entre otros
(Orozco, 2008). Como varios de los estimulos que inducen la expresion de la HO-1
son pro-oxidantes y se ha encontrado evidencia que indica que la induccion de
HO-1 provee de efecto protector en modelos in vitro e in vivo asociados al estrés
oxidativo, se ha considerado que la activacion del gen de HO-1 representa un

mecanismo de defensa celular (Soares, 2009).
2.3.1.2. DT-diaforasa NAD(P)H: quinona 6xido reductasa (NQO1)

La quinona oxidoreductasa (NQO1) es una enzima capaz de reducir quinonas a
hidroguinonas (Ross y col., 2000), utiliza como donadores de electrones para este
mecanismo NADPH o NADH indistintamente (Hosoda y col., 1974).

La capacidad de la NQOL1 para realizar esta reduccion es esencial en su funcién
como antioxidante y en la proteccion contra sustancias toxicas, el mecanismo de
reaccion evita la formacion de intermediarios semiquinénicos, estos son
normalmente inestables y tienden a reaccionar con el oxigeno con facilidad (Lind y
col., 1990).

La expresion de NQOL1 se regula principalmente por el factor de transcripcién Nrf2
(Jaiswal, 2000), la induccién puede deberse a la accién de diversos genes en
respuesta a situaciones mediadas por agentes xenobidticos, oxidantes, luz

ultravioleta o radiaciones ionizantes (Jaiswal, 2004).
2.4. Moléculas relacionadas con inflamacion y respuesta antioxidante

Dentro del efecto de mediadores y regulacion de proceso inflamatorio se
encuentran algunas de las moléculas que son parte fundamental de la evaluacion
antiinflamatoria de los compuestos herbales que seran parte del estudio. Entre

éstas se puede mencionar las siguientes proteinas o factores de transcripcion:
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2.4.1. Factor potenciador de las cadenas ligeras kappa en células B
activadas (NF-kB)

Este factor participa principalmente en la modulacién de la respuesta inmune
innata y adaptativa a distintos niveles. En Drosophila, por ejemplo, se ha
encontrado que transcribe genes con actividad bactericida o fungicida (Gonzalez y
Levine, 1994). En experimentos con mamiferos se ha observado que tiene una
participacion importante en los procesos inflamatorios, la respuesta a estrés, la

diferenciacion y activacion de células inmunes como linfocitos T y B.

2.4.2. Respuestas fisiologicas mediadas por NF-kB

La variedad de sefales que puede activar este factor es reflejo de la cantidad de
eventos con que se ha relacionado. Los mas estudiados son aquellos relacionados
con citocinas inflamatorias como la IL-1B y TNF-a, los estimulos mitogénicos
(inducen mitosis celular) como ésteres de forbol (PMA, por sus siglas en inglés),
los relacionados con agentes infecciosos como lipopolisacarido bacteriano
(LPS, constituyente de la membrana externa de bacterias Gram negativas) y

expresion de antigenos virales.

Se ha descrito que NF-kB puede ser activado por eventos relacionados con dafio
celular como radiacién ultravioleta (UV) o0 estrés oxidativo (Schmidt,
1995), exposicion a metales (Goebeler, 1995) y fenbmenos particulares como el
aumento de los niveles citoplasmicos de calcio. La activacion de NF-kB es
sensible en muchos casos al estado redox o a la sobreexpresion de enzimas
antioxidantes; por lo tanto, NF-kB puede ser regulado por el estado de

oxidorreduccion general de la célula (Li y Karin, 1999).

La activacion o la sobreexpresion del factor NF-kB se asocia con cancer y
metastasis, por el papel de este factor de transcripcién en la regulacién de la
progresion del ciclo celular. NF-kB es importante en el desarrollo normal del ciclo
celular e interviene en la regulacion de la ciclina D1, también importante en muerte

celular. Algunos tumores expresan de forma constitutiva la activacion de NF-kB
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(Baldwin, 1996; Orlowski y Baldwin, 2002). Asi, un numero considerable de
esquemas terapéuticos anticancerosos tienen como clave la modulacion de la
actividad de NF-kB.

NF-kB responde a una gran cantidad de sefales y activa también una importante
cantidad de genes (Sen y Baltimore, 1986). Es importante tener en cuenta que NF-

kKB forma parte de la familia Rel, que se fijan a las proteinas kB del ADN.

NF-kB se presenta de forma inactiva ligado a su inhibidor | kappa B (I kB) dentro
del citoplasma o como forma activa dentro del nucleo. Los distintos dimeros de
NF-kB presentan actividades transcripcionales y la capacidad de los dimeros de
reconocer las distintas zonas kB del ADN, explica que las subunidades de NF-kB
puedan regular la expresion de distintos genes (Lee y Burckart, 1998). La
activacion de NF-kB se realiza bajo la actuacibn de ERO, citocinas, estrés,
estimulos quimicos (agentes quimioterapicos, agentes oxidantes) e inhibidores de
Ser/Tyr-fosfatasas.

La via de sefializacion Ikk/NF-kB juega un papel fundamental en mdultiples
procesos fisioldgicos y patolégicos, una de las funciones de NF-kB es promover la
supervivencia celular a través de la expresion de genes especificos, los que
inhiben intermediarios en el mecanismo de apoptosis tanto en células normales

como en células de cancer.

El mecanismo de activacion IKK/NF-kB contribuye a que los procesos
inflamatorios deriven en patologias como el cancer, esto basado en los mdltiples
genes que activa NF-kB para la sobrevivencia y proliferacion celular.
Recientemente, se ha establecido una estrecha relacion entre la activacion de NF-
kB y cancer, la asociacién de NF-kB con la evolucién de procesos inflamatorios a
tumores (incluido el proceso de metastasis) estd bien documentada en modelos
animales. La via de activacion de NF-kB dependiente de IKKB es una relaciéon a

nivel molecular critica entre procesos inflamatorios y cancer de colon en ratones.
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Figura 2. Mecanismo de activacion IKK/NF-kB. Adaptado de Martinez-Gonzales y
col., 2001; Jun-Liy col., 2013.

2.4.3. Factor de regulacion nuclear 2 (Nrf2)

El factor de transcripcién Nrf2 regula la expresién inducible de numerosos genes
de enzimas destoxificantes y antioxidantes, mediante su unién a una secuencia
conservada altamente especifica en el ADN conocida como ARE (por sus siglas
en inglés, Antioxidant Response Element), la translocacion de Nrf2 al nucleo para
la activacion de ARE puede darse por diversos compuestos oxidantes y/o

electrofilos de naturaleza quimica muy diversa.

La actividad de Nrf2 se encuentra constitutivamente reprimida debido a su union
con la proteina de asociacion ECH tipo kelch 1 (Keapl). Se ha sugerido que el

sistema Nrf2-Keapl contribuye a la proteccién contra varias patologias como el
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cancer, la toxicidad hepatica (causada por un incremento de ERO) y la

inflamacion.

Se ha sugerido que el incrementar la actividad de Nrf2 pudiera llegar a ser un
meétodo para combatir el cancer y otras enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo. Sin embargo, se ha observado que la activacion constitutiva de Nrf2,
debido a mutaciones en Keapl, es una caracteristica en células de cancer de
pulmén, sugiriendo que la expresion inducida y constante de los genes activados
por Nrf2 favorece la supervivencia celular y la prevalencia de células de cancer
(Taguchiy col., 2011).
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Figura 3. Activacion de elementos de respuesta antioxidante por Nrf2
(Konigsberg, 2007)

2.4.4. Regulacion de la actividad y expresion de Nrf2 por Keapl

Al realizar analisis sobre diversas secuencias de Nrf2 en varias especies, se
encontraron seis dominios bien conservados Illamados Neh (Nrf2-ECH

homologous domain) (Itoh y col., 1995). Al principio se pens6 gue estos dominios
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tenian la funcion de contribuir a la actividad molecular de Nrf2; investigaciones
posteriores demostraron que en algunos de estos sitios se anclan proteinas que

regulan la actividad de Nrf2, siendo este el caso de Keapl.

Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la mayoria de las células, no se
encuentra libre y activo todo el tiempo. La célula debe conservar un determinado
estado redox para mantener la homeostasis, cambios en el estado redox pueden
modificar la actividad de diversas enzimas y factores de transcripcion (Konigsberg,
2007). A pesar de que es relativamente sencillo encontrar niveles constitutivos de
ARNmM de Nrf2, resulta dificil detectar la proteina madura, lo que sugiere su rapida
degradacion dentro de la célula. La vida media de Nrf2 se ha estimado en un

tiempo menor a 20 minutos en macrofagos y en varias lineas celulares.

Un andlisis de la actividad de Nrf2 usando dos sistemas de hibridizacién en
levadura (Itoh y col., 1999), llevaron a la identificacion de la proteina Keapl, quien
suprime hasta un 80% la translocacion nuclear de Nrf2 y por lo tanto la actividad
transcripcional de Nrf2. Esta interaccion se ha confirmado in vitro y en sistemas

celulares de mamiferos.

El uso de inhibidores del proteosoma indica que la degradacion de Nrf2 ocurre
mediante la via de ubiquitinacién y reconocimiento del proteosoma (Kobayashi y
col., 2006). Esto indicaria que la célula sintetiza y degrada a Nrf2 de manera
sistematica, por lo que el control primario de su funcion radica en su distribucion

subcelular, mas que en sintesis de novo (Kensler y Wakabayashi, 2007).

Estudios posteriores demostraron que la sola interaccion de Keapl (por medio del
dominio Kelch) con Nrf2 (via Neh2) es insuficiente para mantener a Nrf2 en el
citosol y se ha reportado que Keapl se asocia al mismo tiempo con el
citoesqueleto (Itoh y col., 1999). Keapl forma un complejo estructural con Nrf2 y

los filamentos de actina (Kang y col., 2004), todo esto indica que el complejo
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Keapl-Nrf2 se forma y se retiene en el citosol mediante interacciones con el

citoesqueleto (Kensler y col., 2007).

Estudios in vitro usando Keapl recombinante y el dominio Neh2 indicaron que el
complejo Keapl-Nrf2 se forma en una proporcion 2:1 (Wakabayashi y col., 2004).
Posteriormente, se observo que Keapl se encuentra como homodimero y de esta
manera es como se une a un Nrf2, mediante dos sitios de reconocimiento con
diferente afinidad en el dominio Neh2 (motivos DLG, baja afinidad, y ETGE, alta
afinidad). El reconocimiento por ambos sitios tiene importancia fisioldgica, ya que
se ha demostrado que la delecion del motivo DLG (con una afinidad dos 6rdenes
de magnitud menor que ETGE) obstaculiza la ubiquitinacion dependiente de
Keapl y la degradacion por el proteosoma de Nrf2 (Tong y col., 2006; Kensler y
col., 2007).

2.4.5. Keap 1y surelacion con la activacion de NF-kB

La activacion de NF-kB esta dada en gran medida por el desarrollo y/o progresion
del cancer debido a la regulacion de genes involucrados en la proliferacion y
crecimiento celular, apoptosis, angiogénesis y metastasis. Estudios recientes
proponen que cambios gendmicos en Keapl incrementan la tumorgénesis y varias
moléculas rio abajo relacionadas con NF-kB se ven beneficiadas en diferentes
tipos de cancer, lo que significa que NF-kB est& relacionado con la pérdida de la

capacidad de Keapl para limitar el desarrollo de tumores.

Diversos estudios indican que IKK contribuye en el desarrollo de resistencia a la
insulina y la diabetes tipo 2. Asi mismo, la fosforilacion en Ser/Thr en los sustratos
del receptor de insulina 1 y 2 (IRS1-2, por sus siglas en inglés) juega un papel
importante en la resistencia a la insulina, debido al desacoplamiento de la via de
sefalizacion rio abajo del receptor IR (White, 2003). Se ha
reportado IKKp fosforila a IRS1 en multiples residuos de Ser (Gao y col., 2002).
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Otro mecanismo importante por el cual IKKB promueve resistencia a la insulina es
través de la induccion de citocinas pro-inflamatorias en diferentes tipos de células,
especialmente macréfagos (Arkan y col., 2005). La sobre expresion de IKK@ en
hepatocitos causa induccion local y sistémica de genes pro-inflamatorios y de
resistencia a la insulina ain en ausencia de obesidad (Cai y col., 2005). Por otro
lado, ratones con alteracién genética de Ikkp en hepatocitos muestran una menor
expresion de citocinas pro-inflamatorias y mejora en la producciéon de glucosa
hepatica a través de la insulina (Arkan y col., 2005). Estos estudios sugieren que
la resistencia a la insulina asociada a obesidad esta mediada por la produccion de

citocinas pro-inflamatorias a través de la actividad de IKK.

La IKKB ha sido identificada como otra molécula importante para el complejo
Keapl-Cul3 (Figura 4). Se ha visto que IKKB promueve la tumorogénesis mediante
la fosforilacién de supresores de tumores, por lo que se considera una cinasa
oncogénica. IKKB puede regular la via de NF-kB teniendo como blanco la proteina
inhibitoria IkBa para la degradacién-inactivacion del complejo Keapl-Cul3-Bbx en
cancer en humanos lo que resulta en la activacion de NF-kB y la induccion de la
expresion de Keapl. Esto tiene una implicaciéon clinica muy importante para el
tratamiento y prevencion de cancer asociado con inflamacion, esto porque el
complejo formado por Keapl pudiera estar generando un equilibrio en los
procesos antiinflamatorios y antioxidantes, si se encuentra activo favoreceria la via
antioxidante y contribuiria a la regulacién de la expresiébn de citocinas pro
inflamatorias por parte de NF-kB.
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Figura 4. Complejo lkk-Keap1-Nrf2. Adaptado de Huiy col., 2012.

2.5. Actividad anti-inflamatoria de los fenoles presentes en los alimentos

Los flavonoides son la clase predominante de los fenoles presentes en los
alimentos, en composicion son aproximadamente dos terceras partes de los
fenoles consumidos en la dieta humana. Debido a su presencia ubicua en los
alimentos de origen vegetal, los humanos consumen compuestos fendlicos a
diario. ElI consumo promedio es de 25 mg a 1 g al dia dependiendo del tipo de
dieta (variedad de frutas y vegetales, granos, té, especias) (Hagerman y col.,
1998; Robbins, 2003).

El té se ha usado como bebida de consumo diario y como medicina por cientos de
afios en China. Esta bebida posee efectos antipiréticos y diuréticos, actividad
antioxidante, antimutagénica y anticancerigena, asi como también la capacidad

para capturar los radicales libres y oxigeno activo, contrarrestando el dafio
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oxidativo sobre el ADN e inhibiendo la peroxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL). La ingesta regular de té mejora la capacidad antioxidante in vivo
y, por lo tanto, disminuye la incidencia de ciertos tipos de enfermedades cronico

degenerativas como el cancer y la obesidad (Roedig y Gordon, 1997).

Por otro lado, en hierbas aromaticas tales como salvia (Salvia officinalis), tomillo
(Thymus vulgaris), ginkgo (Ginkgo biloba), artemisa (Artemisia absinthium), aloe
(Aloe barbadensis), valeriana (Valeriana officinalis), diente de ledn (Taraxacum
officinale), lavanda (Lavandula officinalis), hinojo (Foeniculum vulgare), orégano
(Origanum vulgare), mejorana (Origanum majorana), perejil (Petroselinum
sativum), romero (Rosmarinus officinalis), albahaca (Ocimum basilicum), laurel
(Laurus nobilis), sauco (Sambucus nigra), azafran (Crocus sativus), manzanilla
(Matricaria chamomilla), diferentes miembros de la familia Mentha, entre otras, se
ha estudiado la actividad antioxidante y antiinflamatoria asi como la composicién
polifendlica. Cada hierba tiene una composicién fendlica diferente por lo que sus
propiedades también resultan diferentes. La actividad antioxidante de los
flavonoides se incremente con el numero de grupos hidroxilo sustituyentes del
anillo B, especificamente en el carbono tres. En este sentido, existe una
correlacién lineal positiva entre el contenido fendlico y la capacidad antioxidante
de las hierbas, por lo tanto, las hierbas son una buena fuente de antioxidantes

naturales (Proestos y col., 2005).

Actualmente, en el grupo de trabajo se estan llevando a cabo diversas estrategias
para el aprovechamiento de materiales vegetales o hierbas ampliamente
consumidas por la poblacibn mexicana, con el propdsito de incorporarlas o
emplearlas como base en la elaboracion de bebidas funcionales. Asi, materiales
vegetales como la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa), hierbabuena (Mentha
piperita), albahaca morada (Ocimum sanctum), hierba del sapo (Eryngium
heterophyllum) y tejocote (Crataegus mexicana), entre otros, se estan estudiando
como parte del proyecto titulado “Desarrollo de bebidas, a base de extractos

naturales para el control de la obesidad y sus problemas asociados”, a cargo de la
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Dra. Rosalia Reynoso Camacho (FOMIX-QRO-CONACYT) y actualmente se esta

elaborando una bebida a base de flor de Jamaica, con parte de los datos

derivados de este proyecto se deriva la siguiente tabla de compuestos fendlicos:

Cuadro. 1 Composicion fendlica de los extractos acuosos bajo estudio

Compuestos fendlicos Jamaica Hierbabuena Hierba del sapo Cocolmeca
Acidos fendlicos
Ac. clorogénico 27102 21+01 27102 DLD
Ac. galico DLD 5604 8.1+.6 8.2+0.7
Ac. cumaérico 3.1£0.2 8.2+0.5 DLD DLD
Ac. cafeico 143111 6.6+ 0.5 13.2+1.1 147+£1.2
Ac. sinapico 11.3+0.9 DLD 249+1.0 194+16
Ac. elagico 10.810.8 6.5+ 0.5 5404 DLD
Ac. rosmarinico 46+0.3 34.3+3.5 208+1.7 80.4+6.4
Flavonoides
Epicatequina 8.8+£0.7 57+04 114109 9.7+£0.8
Galato de galocatequina DLD 34+01 DLD DLD
Hesperidina 61.4+04 137.1+12.2 105t .5 215.1+17.2
Galato de epigalocatequina 28.4+22 DLD 55+04 6.8+ 0.5
Rutina 101.6+8.1 51.1+39 148.61+12.0 62.0+5.0
Vanillina 133111 6.1+0.3 6.9+ 06 126+1.0
Naringenina 61.7+£4.9 56+0.8 7.2+09 8.31£0.8
Quercetina 6.0+ 0.5 3.2+0.6 56+05 43+0.2
Resveratrol DLD 35:01 6.1+0.5 9.1+.8
Antocianinas
Cianidina 6.1+04 DLD DLD DLD
Pelargonidina 22+ 0.1 DLD DLD DLD
Peonidina 48+0.2 DLD DLD DLD
Malvidina 0.8+ 0.0 DLD DLD DLD

Diversos estudios in vitro han demostrado la capacidad antioxidante de extractos

de flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa), medida a través de ensayos como FRAP,

DDPH, 2-deoxirribosa y peroxidacion lipidica (Sakar y col., 2014), entre otros

meétodos. Estudios en animales y humanos también han evaluado el posible efecto

terapéutico de extractos de la flor de Jamaica sobre estrés oxidativo, perfil de

lipidos, hipertensién, ateroesclerosis y nefrotoxicidad (Ademiluyi y col., 2013;

Sabzghabae y col., 2013; Guardiola y Mach, 2014), entre otras afecciones.
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Aunque existe evidencia acerca del potencial terapéutico de la flor de Jamaica en
el tratamiento de la hipertension e hiperlipidemia (Hopkins y col., 2013), adn no se
tienen claros los mecanismos moleculares de su accién antioxidante. Por lo
anterior, es importante para el grupo de trabajo la evaluacion de la actividad

antioxidante y antiinflamatoria de estos materiales vegetales o hierbas.
2.5.1. Flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

La flor de Jamaica pertenece a la familia de las malvaceas, es originaria de Africa
y produce flores anualmente las cuales consisten en un caliz de color rojo-purpura.
La flor de jamaica es cultivada en regiones tropicales a lo largo del mundo tales
como India, Filipinas, Malasia, Senegal y México (Dominguez y col., 2008). De
manera general, los calices se secan en un proceso que tradicionalmente consiste
de exponerlos a luz solar al aire libre (Meza y col., 2009). Estudios fitoquimicos
indican que los calices contienen &cidos orgénicos (tartarico, citrico, malico),
glucosidos y compuestos fendlicos en su mayoria antocianinas (Wong y col.,
2002).

El uso mas comun para la flor de jamaica consiste en la extraccion de solidos
solubles mediante agua caliente para obtener una infusibn aromatica. Esta
infusion tiene diversas aplicaciones, sirve como ingrediente en salsas, postres,
mermeladas y como bebida, asi como colorante en otros alimentos (Simonetti,
1991).

Los compuestos fendlicos son de los metabolitos mas abundantes obtenidos de
las flores de jamaica, son solubles en agua y confieren a la infusién un caracter
aromatico caracteristico. Estos compuestos fendlicos, en conjunto con algunos
carbohidratos, forman los diferentes tipos de glucdsidos presentes en la infusion
(Muchuweti y col., 2007; Vattem y col., 2005). La funcion de estos compuestos
parece estar involucrado en el mecanismo de defensa de la planta contra estrés
ambiental o biolégico (insectos, bacterias, hongos, virus) y también protegen a la

planta de la radiacion UV (Johnson, 2003). Por otra parte, los compuestos
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fendlicos estan relacionados con la prevencion de enfermedades generadas por

procesos inflamatorios (Faudale y col., 2008).
2.5.2. Hierbabuena (Mentha piperita)

La hierbabuena pertenece a la familia de las Lamiaceae con alrededor de 32
especies. La hierbabuena es la mas conocida debido a su valor comercial ya que
de ella se extrae mentol, éste es utilizado en la elaboracion de diferentes

productos como medicamentos, dulces, licores, entre otros (Diaz y col., 2003).

Es una planta que crece en climas humedos y templados en espacios con buena
iluminacion lo que es fundamental para su desarrollo 6ptimo. Aunque es sensible a
las bajas temperaturas, la planta es mas resistente al frio que a las altas

temperaturas, esto porque posee raices superficiales (Quintero, 1985).

Los principales metabolitos presentes en la hierbabuena incluyen: Aceites
volatiles, monoterpenos, acido caféico, flavonoides y taninos (McKay y Jeffrey,
2006). La especie Mentha piperita contiene la mayor cantidad de polifenoles por lo

que es la mas usada para la obtencion de infusiones (Nickavary col., 2008).
2.5.3. Hierba del sapo (Eryngium heterophyllum)

La hierba del sapo pertenece a la familia Umbelliferae; se caracteriza por ser una
hierba de 40 cm a 1 m de altura con hojas asperas, rigidas y espinosas. Esta
planta es originaria de México, presente en climas seco, semiseco y templado;
crece en terrenos de cultivo abandonados, de riego o temporal. Con frecuencia se
utiliza contra la tos, para lo cual se recomienda preparar una infusion y beberla
tres veces al dia; asimismo se recomienda esta infusion contra la bilis, diarrea,

dolor de estobmago, fiebre, golpes, entre otras afecciones.

Carece de estudios experimentales que convaliden sus atribuidas propiedades
terapéuticas (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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2.5.4. Raiz de cocolmeca (Smilax cordifolia)

Smilax cordifolia es conocida de forma comin como: cocolmeca y zarzapatrrilla de
indias. Sus sindénimos son los siguientes: Smilax acutifolia, Smilax glaucocarpos y

Smilax schiedeana.

Planta medicinal utilizada en el sureste mexicano (Oaxaca, Chiapas y Quintana

Ro0) para aliviar inflamaciones tanto internas como externas.

Aungue existe bastante informacion en internet sobre la raiz de cocolmeca es
dificil encontrar fuentes bibliogréficas cientificas de ésta. El género Smilax
perteneciente a la familia Smilacaceae consta de unas 200 plantas con diversos
estudios sobre sus propiedades y la mayoria de estos estan relacionados con

actividad antiinflamatoria.
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lIl.  JUSTIFICACION

El uso de plantas con fines terapéuticos es una practica ampliamente utilizada en
nuestro pais. En la actualidad existe una creciente tendencia al uso de plantas con
efectos benéficos a la salud y su incorporacién a productos de consumo. Esto
genera un problema, ya que la mayoria de productos comercializados como
funcionales no presentan estudios que respalden las propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias de los extractos herbales utilizados en su elaboracion.

Tomando en cuenta el punto anterior es necesario establecer un conjunto de
procedimientos y pruebas que permitan la evaluacion de la activacion de
mecanismos antiinflamatorios y antioxidantes de extractos herbales. Las pruebas
que se proponen tienen como base que los compuestos generen una respuesta
antioxidante y/o antiinflamatoria al aplicarlos en un cultivo celular. Los macrofagos
son utilizados ampliamente en proyectos similares, dado que estas células
expresan los mecanismos inflamatorios y antioxidantes de forma activa y

responden a una amplia gama de estimulos.

Al evaluar las diferencias en la expresion de mecanismos antioxidantes y
proteinas pro-inflamatorias en diferentes condiciones: basal, extractos herbales,
D3T como promotor de mecanismos antioxidantes y reto con LPS; se pueden
demostrar efectos benéficos de los extractos herbales empleados. Por ello estas
pruebas se proponen para la evaluacién de diversos extractos herbales que se
tienen como candidatos para la elaboracién de productos funcionales y para
investigaciones posteriores, contribuyendo asi a la identificacién y evaluacion de

compuestos con capacidad antiinflamatoria o con funcién inmunomoduladora.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

e Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de diversos extractos

herbales en macrofagos murinos.

4.1.1. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de diferentes extractos herbales sobre los mecanismos

antiinflamatorios en macréfagos murinos estimulados con LPS.

e Evaluar el efecto de diferentes extractos herbales sobre los mecanismos

antioxidantes en macréfagos murinos.
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V. METODOLOGIA

5.1. Diagrama experimental
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Figura. 5 Diagrama experimental

5.2. Cultivo de macréfagos

Se emplearon macrofagos de ratébn de la linea celular RAW 264.7 (ATCC)
cultivados en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con 10% de
suero fetal bovino (FBS) adicionado con 1% de penicilina/estreptomicina,
incubadas a 37 °C en una atmoésfera controlada de 5% CO2-95% O, El
mantenimiento del cultivo celular se realiz6 de acuerdo a los protocolos del
laboratorio de alimentos funcionales a cargo de la Dra. Nuria Rocha, Unidad de

Posgrado e Investigacion del Tecnoldgico de Durango (Anexos 8.1, 8.2, 8.3).
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5.3. Cinética de crecimiento

Previamente a la aplicacion de los tratamientos, se realizaron pruebas para
determinar la cinética del cultivo, con el fin de conocer su tiempo de duplicacion y
asi establecer condiciones adecuadas para la experimentacién. El protocolo para
la evaluacion de la cinética de crecimiento se realiz6 de acuerdo a los protocolos
del laboratorio de alimentos funcionales a cargo de la Dra. Nuria Rocha, Unidad de

Posgrado e Investigacion del Tecnoldgico de Durango.

Se sembraron 1x10* células/600 pL en placa de 96 pozos, se despegaron las
células de la hilera correspondiente al dia 1 y se contaron en camara de
Neubauer. Se repiti6 el proceso de despegue y conteo hasta un total de 6 dias. Se
realiz6 la captura y andlisis de los datos para el disefio de la grafica de

crecimiento.
5.4. Tratamientos

Se aplicaron diferentes tratamientos a fin de evaluar la expresion de genes
relacionados con la respuesta inflamatoria (IL-1, IL-6, TNF-a, COX-2, iNOS, entre
otros) y de mecanismos antioxidantes (HO-1, NQO1, GSH) resultado de la

activacion de NF-kB y Nrf2 correspondientes.

Se emple6é un control positivo con dietil-3-tiona (D3T), debido a que se ha
reportado ampliamente que contribuye a la respuesta antioxidante vy
antiinflamatoria (Nho y O"Dwyer, 2004). El uso de este control positivo se incluyé
también como referencia para comparar contra los tratamientos con extractos

herbales.

Tratamiento control negativo: En una placa de 12 pozos se colocé una
concentracién celular de 1x10° en 1 mL de medio DMEM (por cada pozo) sin
ninguno de los tratamientos y se incubd por 24 horas; esto para tener una

referencia de la actividad basal de ambos mecanismos en las células.
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Tratamiento con LPS: En una placa de 12 pozos se colocé una concentracion
celular de 1x10° con medio de cultivo adicionado con 1 pg/mL de LPS dejandose
incubar por 24 horas. Este experimento tuvo como proposito el evaluar la
expresion de citocinas pro-inflamatorias inducidas por la exposicion a LPS, asi

como la liberacion de nitritos al medio para la evaluacion de ON.

Tratamiento control positivo: En una placa de 12 pozos se colocé una
concentracién celular de 1x10° con medio de cultivo adicionado con 0.5, 1, 2.5, 5y
10 mM de D3T dejandolo incubar por 24 horas (Nho y O'Dwyer, 2004).

Tratamiento D3T/extracto contra LPS: En una placa de 12 pozos se colocé una
concentracion celular de 1x10° con medio de cultivo adicionado con 0.5, 1, 2.5, 5y
10 mM de D3T 06 2, 4, 6, 8, 10, 25 y 50 mg/mL de extracto a evaluar; las placas se
incubaron durante 1 hora; posteriormente, se retir0 el medio para aplicar
nuevamente los tratamientos en medio con 1 pg/mL de LPS y se incubaron por 24
horas adicionales (Fang y col., 2013).

5.5. Viabilidad celular

Se realizé una prueba de viabilidad celular para determinar el intervalo de dosis en
que pudiera presentarse citotoxicidad por los diferentes tratamientos; el
experimento se realiz6 en placas de 96 pozos con una concentracion celular de

1.5x10° celulas en 200 pL de medio por pozo.

La viabilidad celular se determin6 mediante el ensayo de bromuro de dimetil-
tiazolil-difenil-tetrazolio (MTT), basado en la reduccién metabdlica del reactivo
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto
de color azul obscuro llamado formazan. Esta prueba permite determinar la
funcionalidad mitocondrial de las células tratadas; la cantidad de células vivas es

proporcional a la cantidad de formazan producido.

La técnica se realiz0 de acuerdo al protocolo del laboratorio de alimentos
funcionales a cargo de la Dra. Nuria Rocha, Unidad de Posgrado e Investigacion

del Tecnolégico de Durango.
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Posterior al tratamiento se aspiré el medio y se realizaron dos lavado con PBS 1x.
Se adicionaron 100 pL de medio de cultivo y 100 pL de MTT (previa preparacion).
Las placas se incubaron a 37 °C con 5% de CO, durante 2 horas. Posteriormente,
se retird el medio y se agregaron 200 pL de DMSO. La lectura de la absorbancia

se midié a 570 nm.

5.6. Extraccién de DNA en cultivo celular adherente

Se realizé una extraccién de DNA gendmico, esto con la finalidad de validar los
primers que se usaron para la cuantificacion por gPCR. La extraccion realizé con

el siguiente protocolo:

e Centrifugar las células a 13000 rpm por 5 minutos (precipitacion del
contenido celular).

e Desechar el sobrenadante.

e Resuspender la pastilla en 100 yL de solucion de lisis, posteriormente se
agregaron perlas de vidrio (50% del volumen aproximadamente).

e Mezclar en vortex por 2 minutos e inmediatamente colocar en hielo durante
2 minutos (repetir 3 veces).

e Agregar 500 pL de cloroformo, 500 pL de fenol y 20 yL de TE. Mezclar con
vortex suave y colocar en hielo.

e Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos.

e Rescatar el sobrenadante en un tubo nuevo, agregar 500 uL de etanol y
500 pL de isopropanol, mezclar suavemente por inversion.

¢ Incubar en congelador por 10 min.

e Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos, posteriormente eliminar el
sobrenadante y poner la pastilla a secar.

e Lavar la pastilla con etanol (3 veces) y para finalizar resuspender la pastilla
en agua destilada estéril.

Al finalizar el protocolo de extraccion se verificd la integridad del material por

electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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5.7. Extraccion de RNA total en cultivo celular adherente

Homogenizacion de las muestras:

Se elimina el medio de cultivo centrifugando las células a 5000 rpm por 5
minutos.

Se realiz6 un lavado del pellet con 1 mL de agua DEPC.

Se resuspenden las células 1 mL de TRIzol.

Se homogeniz6 la muestra a 3500 rpm durante 7 segundos y se colocé en
hielo inmediatamente.

Posterior a la homogenizacion, la muestra se centrifugé a 12000 rpm por 10

minutos a 4 °C y se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo estéril.

Separacion:

Incubar la muestra homogenizada durante 5 minutos a temperatura
ambiente, permitiendo asi la disociacién de los complejos de proteinas
nucleares.

Adicionar 200 pL de cloroformo, tapar perfectamente el tubo.

Agitar fuertemente durante 15 segundos.

Incubar por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente y en posicion vertical.
Centrifugar las muestras a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

Después de centrifugar, la mezcla se separa en una fase inferior roja, fase
de fenol cloroformo, en una interfase y en una fase incolora superior, la cual

contiene exclusivamente el ARN.

Precipitacion:

Transferir la fase acuosa cuidadosamente a un nuevo tubo estéril (puede
separarse igualmente la fase organica para posterior purificacion de ADN o
proteinas).

Adicionar 500 pL de isopropanol a la fase acuosa por cada 1 mL de TRIzol
usado en la homogenizacion.

Incubar el tubo por 10 minutos a temperatura ambiente y en posicion

vertical.
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e Centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos a 4 °C.
e El ARN debe observarse precipitado antes de la centrifugacion como un

pellet parecido a un gel.

Lavado:
e Remover el sobrenadante cuidadosamente y eliminarlo.
e Adicionar 1 mL de etanol al 75% al pellet para lavarlo.
e Mezclar por agitacion.
e Centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos a 5 °C.

e Eliminar cuidadosamente el sobrenadante.

Disolucion:
e Secar a temperatura ambiente, colocando el tubo con el ARN sobre una
toalla de papel estéril.
e Adicionar 50 pL de agua DEPC.

e Disolver el RNA por pipeteo suave.
Tratamiento con DNAsa y almacenamiento:

e Se agregan a la muestra de RNA 1 uL de DNAsa y 5 pl de buffer
e Incubar a 37 °C durante 20 minutos, al terminar se agregan 2 puL de EDTA

0.02 M estéril y se incuba a 75 °C por 10 minutos.

Puede almacenarse a -20 °C para evaluaciones posteriores (Chomczynski y
Sacchi, 1987; Sambrook y Russell, 2001).

Al finalizar el proceso de extraccion se verificé la integridad del material por

electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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5.8. Obtencion del DNAc

La obtencion del DNAc se llevo acabo siguiendo el protocolo M-MLV Reverse

Transcriptase de Invitrogen.

Se colocaron 20 pL de la extraccion de RNA total en un tubo nuevo estéril y se
afadio 1 pL de random primers (200 ng), 1 L de dNTP mix 10 mM y 12 uL de
agua DEPC. La reaccion se incubd a 65 °C por 5 minutos y después se coloco en

hielo durante 1 minuto.

Posteriormente se adiciond al tubo de reaccion 4 ul de 5X First-strand buffer y 2 pl
de 0.1 M DTT, se mezcld cuidadosamente por pipeteo y se incubd a 37 °C por 2

minutos.

Al terminar la incubacion se adicioné al tubo de reaccion 1 pL de M-MLV RT, se
mezclé cuidadosamente por pipeteo y se incubd a temperatura ambiente por 10
minutos, posteriormente a 37 °C por 50 minutos y finalmente a 70 °C por 15

minutos para terminar la reaccion.

El DNAc puede usarse inmediatamente para reaccion de PCR o guardarse a una

temperatura de -30 °C a -10 °C hasta su uso (Sambrook y col., 1989).

5.9. Reacci6én de PCR

La reaccion de PCR se llevé acabo siguiendo el protocolo Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix (2X) de Thermo scientific.

El kit contiene los siguientes elementos:

e Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase que es una polimerasa modificada
guimicamente mediante la adicion de grupos termolabiles que bloquean
residuos de aminoacidos especificos. Esto permite que la enzima este
inactiva a temperatura ambiente, evitando asi la extensién inespecifica por
alineamiento de los “primers” o dimeros de los mismos, lo que resulta en

una mayor especificidad para la amplificacion.
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e Maxima SYBR Green gPCR Buffer, especialmente optimizado para el
analisis por gPCR utilizando SYBR Green I. Contiene KCI y (NH4)2SO4 lo
que proveen una alta especificidad para el alineamiento de los “primers”.

e SYBR Gren | es un colorante que emite una sefal fluorescente al unirse
intercaladamente en la doble hélice del DNA, en gPCR la sefial fluorescente
aumenta proporcionalmente a la concentracion de DNA sintetizado. La
longitud de onda de excitacion y emision maxima para el SYBR Green | es
de 494 nm y 521 nm, respectivamente, lo que lo hace compatible con

cualquier equipo utilizado para cuantificacion en tiempo real.

Antes de iniciar con el protocolo se deben agitar suavemente por vortex todas las

soluciones del kit.

Se colocaron los siguientes reactivos en un tubo eppendorf estéril de 0.5 mL a
temperatura ambiente: 12.5 yL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(2X), 0.8 pL de cada “primer”, 1 L de DNACc y finalmente se completa la reaccion
con agua DEPC hasta un volumen de 25 uL, se mezcla todo cuidadosamente por
pipeteo.

Las reacciones se colocaron en el equipo Rotor-Gene Q QUIAGEN programado
con las siguientes condiciones:
e 10 minutos a 95 °C para abrir las cadenas de DNAc
e 30 ciclos: 15 segundos a 95 °C (desnaturalizacion), 30 segundos a 60 °C
(alineamiento), 1 minuto a 72 °C (extension).
e 10 mina 72 °Cy reducir la temperatura a 4 °C tiempo indefinido.

La reaccion puede almacenarse a -20 °C hasta su analisis (Innis y col., 1990).

5.10. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como las medias * el error estandar (EE) o desviacion
estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una via
seguida por la prueba de Dunnette (P < 0.05). Para el analisis de los datos se

empled el paquete estadistico GraphPad.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas constituyen la fuente principal y mas abundante de compuestos
bioactivos con potencial benéfico contra varias enfermedades crénicas
degenerativas, principalmente aquellas relacionadas con estrés oxidativo e
inflamacion. Estos compuestos pertenecen a diversas clases quimicas, que
incluyen &cidos fendlicos, flavonoides y antocianinas, estilbenos, alcaloides,
acidos orgénicos y triterpenos, entre otros. A estos compuestos se les atribuyen
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Por lo anterior, en el grupo de
trabajo se tiene el interés de evaluar las propiedades bioldgicas e identificar
extractos herbales que se tienen como candidatos para la elaboracion de

productos funcionales y para investigaciones posteriores.
6.1. Cinéticas de crecimiento

De manera inicial se realizaron pruebas para determinar la cinética de crecimiento
y el tiempo de duplicacién (td), obteniendo como resultado un td de 56.24 horas
para los macréfagos RAW 264.7 (Figura 6). Esto con el fin de determinar los
tiempos minimos para la evaluacién de los extractos herbales acuosos y el D3T

sobre la proliferacion y viabilidad celular de la linea celular.
6.2. Viabilidad y citotoxicidad celular

Se realiz6 una prueba indirecta de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT para
determinar la cantidad de células metabolicamente activas o vivas con diferentes
concentraciones de los extractos herbales acuosos (2, 4, 6, 8, 10, 25 y 50 mg/mL)
y D3T (0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM), para finalmente seleccionar la concentracion de los

tratamientos en niveles no toxicos para la célula (Figura 7).
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Figura. 6 Cinética de crecimiento y namero de duplicaciones de macréfagos
murinos RAW 264.7 en un periodo de 6 dias.

Los resultados indican que los extractos herbales acusoso de flor de jamaica y
hierbabuena no mostraron un efecto citotéxico significativo en el intervalo de
concentraciones de 2 a 50 mg/mL. Por el contrario, si se observd una disminucion
significativa en la actividad metabdlica de las células con el tratamiento con el
extracto de la hierba del sapo a partir 6 mg/mL, disminuyendo en un 51% con
respecto al control (P < 0.05). De manera interesante, se observé un aumento en
la viabilidad de las células tratadas con el extracto herbal de cocolmeca en el
intervalo de concentraciones de 2 a 10 mg/mL; sin embargo, se observé una

disminucién significativa a partir de la concentracién de 50 mg/mL.

Debido a la toxicidad mostrada por las diferentes concentraciones del extracto de
hierba del sapo en la linea celular de macréfagos, se decidid no incluirlo para

posteriores etapas de este estudio.

Los resultados anteriores son de gran relevancia, ya que las concentraciones

anteriores son relativamente elevadas, lo que podria sugerir la falta de toxicidad
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para los extractos acuosos de flor de jamaica, hierbabuena y cocolmeca. En este
sentido, estudios previos con extractos de flor de Jamaica tampoco muestran
toxicidad en diversas lineas celulares (células periféricas mononucleares
humanas, macréfagos humanos U937 o cultivo primario de hepatocitos); sin
embargo, el intervalo de concentraciones reportado (<0.2 mg/7mL) es menor al
empleado en nuestro estudios (Tseng y col., 1997; Beltrdn-Debo6n y col., 2010;
Okoko y Ere, 2012).

De acuerdo a un estudio realizado en dos lineas celulares de cancer de mama
(MCF-7 resistentes y no-resistentes a adriamicina o doxorrubicina), el extracto
acuoso de hierbabuena mostré el menor efecto citotoxico, evaluado por la prueba
de MTT, en comparacion con extractos de especies de la familia Lamiaceae
(Berdowska y col., 2013). De manera similar, el intervalo de concentraciones
evaluado en dicho estudio (8 — 2000 mg/L) fue menor al empleado en nuestro

estudio.

En lo que respecta a la evaluacion en lineas celulares, en este estudio se reporta
por primera vez el efecto de los extractos acuosos de hierba del sapo y
cocolmeca sobre la viabilidad celular (medida por la prueba de MTT) en

macrofagos murinos.

Con respecto al D3T, los resultados indican que no se observo un efecto citotdxico
significativo en el rango de concentraciones de 0.1 a 10 uM. Estos resultados
concuerdan con estudios previos empleando diversas lineas celulares normales y
tumorales y con concentraciones en el intervalo empleado en nuestro estudio (0.1
— 100 pM) (Doherty y col., 1998; Zhu y col., 2008; Jia y col., 2009; Dong y col.,
2011).

La estimulacién de macréfagos con LPS se ha empleado como una herramienta
atii para la evaluacion de las propiedades antiinflamatorias de diversos
compuestos, entre los que incluyen farmacos y compuestos naturales. Por lo
anterior, fue importante descartar un efecto sinérgico o antagonico con los

extractos herbales (Figura 8). Para lo anterior, se realizé la misma prueba de
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citotoxicidad en macréfagos RAW 264.7 de raton estimulados con LPS (1 pg/mL) y
tratados con las diferentes concentraciones de los extractos herbales acuosos (2,
4,6, 8, 10,25y 50 mg/mL) y D3T (0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM).

De manera similar, los resultados indican que los extractos herbales acusoso de la
flor de jamaica y la hierbabuena no mostraron un efecto citotoxico significativo en
el intervalo de concentraciones de 2 a 50 mg/mL, adicional al tratamiento con LPS.

Tampoco se observo efecto alguno con el tratamiento con D3T.

De acuerdo a un estudio realizado en macrofagos murinos RAW 264.7, el extracto
metandlico de la flor de Jamaica tampoco disminuyé la viabilidad de macréfagos
estimulados con LPS (0.1 ug/mL) en el intervalo de concentraciones de 0.01 a 0.5
mg/mL (Kao y col., 2009).

No se encontraron reportes en la literatura para los extractos de la hierbabuena, la

hierba del sapo y la cocolmeca en macrofagos murinos estimulados con LPS.
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Figura 7. Efecto de los extractos herbales y del D3T sobre la viabilidad o actividad

metabdlica en macrofagos RAW 264.7 de raton. Se evaluaron diferentes

concentraciones de extractos (2, 4, 6, 8, 10, 25y 50 mg/mL) y D3T (0.5, 1, 2.5,5y

10 uM), empleando el ensayo de MTT. *Indica diferencia significativa con respecto al

control por la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 8. Efecto de los extractos herbales y del D3T sobre la viabilidad o
actividad metabdlica en macrofagos RAW 264.7 de ratdén estimulados con LPS
(1 pg/mL) tratados por 24 h. Se evaluaron diferentes concentraciones de

extractos (2 — 50 mg/mL) y D3T (0.5 — 10 uM), empleando el ensayo de MTT.

No se encontré diferencia significativa con respecto al control por la prueba de Dunnett
(P >0.05).

6.3. Inhibicién de la produccién de 6xido nitrico (ON)

Como se menciond anteriormente, la produccion de ON en macrofagos
estimulados con LPS (Jin y col., 2015), se ha empleado como una herramienta
atil para la evaluacidbn de las propiedades antiinflamatorias de diversos

extractos herbales. En la Figura 9 se muestra el efecto de las diferentes
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concentraciones de los extractos herbales acuosos (2, 4, 6, 8, 10, 25 y 50
mg/mL) y D3T (0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM). Los resultados indican una tendencia de
disminucion en la produccion de nitritos (como un indicador de la concentracion
de ON) conforme se incrementd la concentracion del extracto de flor de
Jamaica, lo que no pudo observarse con el extracto de hierbabuena. El
méaximo porcentaje de inhibicibn se observé a la mayor concentracion de
extracto de flor de jamaica (63.5%). De manera similar, el compuesto D3T
mostré la misma tendencia inhibitoria sobre la produccién de ON, donde el

mayor porcentaje de inhibicidn (38.2%) se obtuvo a la mayor concentracion.

Diversos estudios han demostrado la induccion de la iNOS por el LPS a través
del receptor TLR4, incrementando los niveles de ON en macréfagos murinos
(Jin y col., 2015). Asi mismo, se ha comprobado que diversos extractos o

compuestos naturales afectan esta via disminuyendo la produccion de ON.

De acuerdo al estudio realizado por Kao y colaboradores (2009), el extracto
metandlico de la flor de Jamaica disminuyd significativamente la produccion de
ON por macréfagos estimulados con LPS (0.1 pg/mL) en el intervalo de
concentraciones de 0.05 a 0.5 mg/mL, lo que se relacioné con la inhibicion en

los niveles de expresion de la proteina INOS a estas mismas concentraciones.

El efecto observado en el presente trabajo con los extractos de flor de Jamaica
y hierbabuena estéa posiblemente relacionado con la actividad antiinflamatoria
de los compuestos presentes en estos extractos (Cuadro 1). De acuerdo a la
literatura, el acido rosmarinico inhibié la produccién de ON en macrofagos
RAW 264.7 estimulados con LPS (1 pg/mL) en un 17% a la concentracion de
2.67 pM (Huang y col., 2009). Por su parte, la flavanona hesperidina (0 — 200
puM) mostré una inhibicion muy pobre, casi indetectable, sobre la produccién de
ON en macréfagos inducidos con una concentracién de LPS mas elevada (10
png/mL) (Harasstani y col.,, 2010); sin embargo, se ha reportado que la

hesperidina tiene la capacidad de neutralizar o atrapar los radicales
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peroxinitrito (ONOO-) (Kim y col.,, 2004). En cuanto a la rutina, Su y
colaboradores (2014) encontraron que este flavonoide inhibié en un 20% la
produccion de ON en macréfagos estimulados con LPS (100 ng/mL) a una
concentracion de 80 pM. Por su parte, Wang y Mazza (2002) evaluaron
diversas antocianinas a la concentracion de 250 uM, como la cianidina y la
malvidina y sus derivados glucésidos, la pelargonidina, la peonidina y la
delfinidina, observando porcentajes de inhibicién de la produccién de ON del
20 al 70% en macrofagos estimulados con LPS/IFN-y (10 ng/mL y 10-50
unidades/mL, respectivamente). En general, estos estudios indican el potencial
antiinflamatorio de los extractos de Jamaica y de hierbabuena incluidos en

nuestro estudio.
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Figura 9. Inhibicién de la produccién de ON por los extractos acuosos de la flor de
jamaica y la hierbabuena. Determinacién de la produccion de nitrito (como
indicador de la concentracion de ON) en macrofagos murinos RAW 264.7
estimulados con LPS (1 pg/mL) tratados por 24 h. *Indica diferencia significativa con
respecto al tratamiento con LPS por la prueba de Dunnett (P < 0.05).

A fin de identificar si los extractos de flor de Jamaica o hierbabuena por si misma
inducian una respuesta inflamatoria en las células, se realizé un ensayo en los
macréfagos RAW 264.7 sin LPS con las diferentes concentraciones de los
tratamientos por 24 h. Como anteriormente se habia observado en el laboratorio,
los resultados mostraron que no hubo un incremento en la produccion de ON en
las células no estimuladas con LPS. Tampoco se observé efecto alguno con el

tratamiento con D3T a las dosis evaluadas.

44



Estudios realizados mediante la identificacion de genes diferencialmente
expresados demostraron que el D3T, conocido inductor de sistemas antioxidantes
tanto in vivo como in vitro, también modula vias relacionadas con la respuesta
inmune e inflamatoria (Huang y col., 2006). Nuestros resultados de la inhibicién de
la produccibn de NO en macréfagos estimulados confirman esta actividad

antiinflamatoria del D3T.

6.4. Reaccién de PCR

Posterior a la obtencion del DNAc se llevaron a cabo diferentes reacciones de
PCR, esto con la finalidad de verificar la amplificacion de los “primers” que se

emplearon en las curvas de calibracion del gPCR.

12 3 4
- A

i 2

Figura. 10 Extraccion de RNA total. Carril 1 corresponde al marcador de peso
molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder, los carriles 2, 3 y 4 corresponden a

diferentes tiempos de homogenizacién 7, 10 y 15 segundos respectivamente.

Se optimizd el protocolo de extraccidbn de RNA total para la linea celular RAW
264.7, se emplearon diferentes tiempos de homogenizacion para la extraccion y al
término de la misma se comprobd la integridad del material con una electroforesis
en gel de agarosa al 1%. En la Figura. 10 se puede observar que si bien el
material producto de la extraccibn es mayor conforme aumenta el tiempo de

homogenizacion se ve mermada la integridad del mismo. Por lo que el tiempo de 7
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segundos se consideré como la mejor condicion para la extraccion del RNA total

para los experimentos posteriores.

. C
> &
L 2 A B 0
123456123456 172 3 45 66 234566 1
F Figura 11. Amplificacion de los genes antioxidantes y
antiinflamatorios. Carriles 1 corresponden al
- marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA

Ladder. Los carriles del 2 al 6 representan un

gradiente de temperatura de alineamiento para los

“‘primers”. B) Amplificacion del gen COX-2. C)
- Amplificacién del gen NQO1. D) Amplificacién del gen
WS ® 01 E) Amplificacion del gen GAPDH, y F)
12 345 6 Amplificacién del gen iNOS.

La amplificacién de los genes con los “primers” especificos concuerda con lo
reportado por Ming y col. (2014) para los genes HO-1 y COX2 (Figura. 11
imagenes B y D carril 4), en donde reportan una temperatura Optima para el
alineamiento de 60 °C. Al realizar la optimizaciéon de los “primers” se encontré que
para iINOS y NQO1 (Figura. 11 imagenes C y F carril 5) la temperatura 6ptima es
de 64 °C y para GAPDH (Figura. 11 imagen E carril 2) de 68 °C.

Las temperaturas de alineamiento para los genes INOS, NQO1 y GAPDH fueron
seleccionadas en base a la integridad del producto obtenido asi como a la

amplificacion de un solo producto.
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Los pesos moleculares de los genes son los siguientes:

e COX2: 989 pb (DNA Genobmico)
e NQO1: 203 pb (DNA Genomico)
e GAPDH: 470 pb (MRNA)

e HO-1: 217 pb (MRNA)

e iINOS: 1886 pb (DNA Gendmico)

6.5. Curvas de calibracion y disociacién de qPCR

Una vez realizada la verificacion de los “primers” se realizaron las curvas de
calibracion correspondientes para el equipo de qPCR, esto con el fin de poder
evaluar las diferencias en la expresion de genes antioxidantes (NQO1 y HO-1) y
pro inflamatorios (INOS y COX-2).

Como resultados se muestran las graficas correspondientes a las curvas de
calibracion asi como las curvas de disociacion, estas Ultimas son importantes para

verificar la amplificacion de un solo producto de PCR.

HO-1 COX-2
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iNOS GAPDH
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Figura. 12 Curvas de calibracién para qPCR de los diferentes genes antioxidantes
y pro-inflamatorios.
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Figura. 13 Graficas de disociacion de “primers”, en las graficas se observa que
existe un unico producto de PCR por cada par de “primers”, excepto para el gen
NQO1.

Las curvas de disociacion para los genes HO-1, COX2, iNOS y GAPDH muestran
un solo pico de disociacion, lo que indica la amplificacion de un solo producto. La
curva de disociacién para NQO1 muestra dos picos de disociacion, esto pudiera
deberse a la formacion de “primer dimers” o a la amplificacion de otro producto.
Sin embargo, en la verificacion en gel de agarosa no se observa alguna otra
banda que pudiera sugerir la amplificacion de otro producto de PCR. Esto podria
explicarse por la amplificacion del gen NQO2 el cual tiene un peso similar a NQO1
y es activado por la misma regiéon promotora ARE (Long y Jaiswal, 2000; Wang y
Jaiswal, 2006).
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6.6. Cuantificacion por qPCR de RNAm
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Figura 14. Graficos de cuantificacion de RNAmM de los genes antioxidantes: A)
NQO1y B) HO-1), y pro-inflamatorios C) COX-2 y D) iINOS) a partir de macréfagos
murinos RAW 264.7 tratados con o sin LPS (1 pg/mL por 24 h) y los diferentes
extractos (J: flor de Jamaica; HB: hierbabuena) a dos concentraciones (10: 10
mg/uL; 50: 50 mg/uL). Tratamientos: Medio, LPS, D3T, D3T+LPS, J10, J10+LPS,
J50, J50+LPS, HB10, HB10+LPS, HB50, HB50+LPS. Los resultados se expresan
en ng*uL/ng*uL del gen de referencia (GAPDH).
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Los resultados de la cuantificacion de genes antioxidantes (HO-1 y NQO-1) por
gPCR en macrofagos tratados muestran que existe un incremento en la
transcripcion de estos genes con respecto a las células que no recibieron
tratamiento alguno. El gen que codifica para la enzima HO-1 es un gen inducible
mayormente por estrés oxidativo, lo que sugiere que compuestos como D3T y
extractos como los de flor de jamaica y hierba buena en realidad promueven la
transcripcion de elementos de respuesta antioxidante (HO-1 y NQO-1) al generar
un cambio en el ambiente electrofilico intracelular promoviendo la liberacién de
Nrf2 de la proteina Keapl (Wakabayashi y Col., 2004; Kobayashi y Col., 2006).

Lo anterior difiere de la hipotesis en la que los compuestos “antioxidantes” y
bioactivos presentes en los extractos herbales confieren un “ambiente
antioxidante” al neutralizar las ROS; sin embargo, esta hipétesis se deriva de
estudios que determinan la capacidad antioxidante de los mismos en condiciones
no fisiologicas (RE y Col., 1999; Ramos y Col., 2008). Por otra parte, es
importante sefialar que las diferencias en la composicion de los extractos generan
respuestas variadas en la transcripcion de los genes antioxidantes, siendo HO-1
mayormente inducida por el extracto de jamaica y NQO-1 por la hierba buena.

Al activar la via inflamatoria con LPS se puede observar una disminucion en la
transcripcion de los genes antioxidantes con los tratamientos, NQO-1 resulta por
debajo del limite de deteccion en la mayoria de tratamientos excepto D3T; los
tratamientos que generan una mayor expresion de HO-1 (D3T y J50) muestran
una disminucién del mas de 90% al ser incubados con LPS, esto puede estar
relacionado a que al activarse la via inflamatoria por LPS la proteina Keapl libera
a IkB que a su vez activa a NF-kB, esto deja mas Keap1 libre para unirse al factor
de transcripcién Nrf2 por lo que se veria afectada la induccién de la respuesta
antioxidante.

Si bien la induccién de genes pro inflamatorios como iINOS y COX-2 es notable al
incorporar LPS en los tratamientos, particularmente los resultados para iNOS no
arrojan informacion concluyente relacionada a la disminucion en la produccion de
ON por los tratamientos con D3T y J50.

Con todo lo anterior podemos concluir que si bien existen diferentes plantas
utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de sintomas y/o enfermedades
relacionadas con procesos inflamatorios, es necesario hondar mas en los
mecanismos que mitigan los efectos de dichos procesos y las dosis requeridas
para lograr el efecto deseado.
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De las plantas evaluadas en este proyecto, la flor de jamaica se perfila como un
la formulacion de bebidas funcionales. Los resultados
obtenidos indican que tiene un potencial antiinflamatorio considerable y tiene la
ventaja de ser una planta de uso regular en la poblacibn mexicana, por lo que su
incorporacion en una bebida funcional seria relativamente sencilla en cuanto a
caracteristicas sensoriales se refiere.

buen candidato en

Es necesario evaluar si la combinacion de estos extractos pudiera potenciar los
efectos benéficos sobre la disminucidn en la respuesta inflamatoria, de esta
manera se podrian formular productos mas eficaces.

Cuadro. 2 Cuantificacion de los genes evaluados por gPCR

Tratamientos sin LPS (ng*uL/ng*uL Gen de referencia)

Medio
LPS
D3T
J10
J50
HB10
HB50

D3T
J10
J50
HB10
HBS50

HO-1 NQO-1 COX-2
101.87 DLD 283.51
965.27 0.045 1112589.18
72700 39.6 481200
551 DLD 56.37
26203.94 5592.1 712559.21
11111.11 21805.55 71861.11
6408.97 1522.42 5728.23
Tratamientos con LPS (ng*uL/ng*uL Gen de referencia)
HO-1 NQO-1 COX-2
5134.35 1.64 1155259.49
5082.21 DLD 124816.98
794.32 DLD 215646.52
3535.26 DLD 433396.06
2684.72 DLD 110965.62

iNOS
2797.07
34436.36
11400
3.75
10118.42
1541.66
749.34

iNOS
233166.33
94625.77
30087.96
72184.47
71198.3
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VIIl.  ANEXOS

8.1. Condiciones del cultivo de macrofagos

Macrofagos de ratdn- linea celular Raw 264.7

Medio: DMEM con 10% de FBS (ATCC), adicionado con penicilina (100 U/ml) o
estreptomicina (100 mg/mL)

Atmosfera: 95% O,y 5% CO,

(Bognary col., 2013; Peng y col., 2013; Li y col., 2014).

El medio de crecimiento para cultivo celular debe tener un pH O&ptimo,
generalmente es suplementado con antibiéticos y sustancias nutritivas y debe ser

esterilizado por filtracién y mantenido a temperatura no mayor de 4°C.

8.2. Cambio de medio para cultivo adherente

El objetivo del cambio de medio es renovar los nutrientes y evitar la acumulacion
de productos metabdlicos potencialmente téxicos y células muertas, este
procedimiento debe realizarse cada 48 horas para asegurar el desarrollo
adecuado del cultivo, realizando los siguientes puntos (Laboratorio de alimentos
funcionales a cargo de la Dra. Nuria Rocha, Unidad de posgrado e investigacién
del tecnoldgico de Durango):

e Reuvisar el estado de las células al microscopio antes de realizar cualquier
procediendo.

e Colocar la caja Petri sobre un acrilico de forma inclinada (colocar un lado
del acrilico sobre otra caja Petri sin cultivo).

e Aspirar el medio con una pipeta Pasteur conectada a un sistema de vacio
adaptado. En caso de que no se cuente con bomba de vacio o no esté
funcionando, el medio se aspira con una pipeta de 10 mL esteéril.

e Desinclinar las cajas y dar un lavado con 10 mL de PBS 1X estéril y a 37°C,
agitar ligeramente durante 10 segundos aproximadamente.

e Aspirar el PBS del mismo modo que se aspiré el medio de cultivo.

e Agregar 10 mL de medio fresco estéril a 37°C
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8.3. Transferencia de células

Las células pueden cultivarse mas tiempo si se transfieren regularmente, asi se

evita la senescencia asociada a situaciones prolongadas de alta densidad celular.

Este procedimiento es de gran importancia en el cultivo celular ya que las células
al duplicarse van saturando la superficie de la caja Petri impidiendo que las
nuevas ceélulas se adhieran o tengan una adecuada disposicion de los nutrientes;

para mantener un cultivo en buen estado, este debe estar pre-confluente.

Para despegar las células en un cultivo adherente se requiere de una peptidasa,
como la tripsina, que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas
mediante hidrdlisis, ademas de un agente quelante como el EDTA, que forma
complejos con iones de metales pesados que pudiesen estar formando uniones

entre las membranas celulares.

Para transferir las células de una caja ya pre-confluente a varias cajas, ya sea
para mantener un “stock” o para realizar diversos tratamientos, se deben seguir
los siguientes pasos (Laboratorio de alimentos funcionales a cargo de la Dra.
Nuria Rocha, Unidad de posgrado e investigacion del tecnologico de Durango):

e Revisar el cultivo al microscopio.

e Colocar la caja Petri sobre el acrilico de forma inclinada y aspirar el medio
con una pipeta Pasteur conectada al sistema de vacio adaptado, si no se
cuenta con sistema de vacio o no esté funcionando, el medio se aspira con
una pipeta de 10mL estéril.

e Bajar la caja Petri del angulo inclinado y agregar 10mL de verseno al 0.02%
estéril a 37°C.

e Aspirar el verseno inmediatamente del mismo modo que se aspir0é el medio
de cultivo.

e Agregar 5 mL de tripsina estéril a 37°C, dejar actuar aproximadamente 30
segundos.

e Aspirar la tripsina dejando una ligera capa que cubra la superficie de la caja
Petri.
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Incubar de 3 a 5 minutos.

Al sacar de la incubadora mover la caja Petri dando ligeros golpes
cuidadosamente para favorecer el despegue de las células, cuando se
observé este desprendimiento, verificar al microscopio la separacion.
Agregar inmediatamente 10mL de medio de cultivo fresco, resuspender
hasta recuperar todas las células y colocarlas en un tubo Corning de 50mL
esteril.

Para contar las células, se toma una alicuota de 10uL de suspension celular
y se coloca en un tuvo Eppendorf, con otra punta se toman 10uL de azul
tripano y se homogeniza; colocar 10uL de muestra en una lamina para
conteo celular.

Calcular el numero de células que se desee sembrar.
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