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RESUMEN
Introduccion

La inflamacion es un proceso fisiolégico protector que se activa en respuesta a
una agresion fisico-quimica para el restablecimiento del tejido afectado. En la
inflamacion, los macréfagos juegan un papel critico mediante la producciéon de
citocinas. Una respuesta inflamatoria excesiva y prolongada puede conducir a
enfermedades asociadas al sindrome metabdlico, cardiovasculares, respiratorias,
digestivas o autoinmunes. En el mercado existen medicamentos antiinflamatorios
gue causan efectos adversos cuando se consumen por periodos prologados. Lo
anterior justifica la busqueda de nuevos compuestos antiinflamatorios. En la
medicina tradicional mexicana existe una gran diversidad de especies vegetales
con diferentes wusos antiinflammatorios. Hibiscus sabdariffa, conocida
popularmente como jamaica o flor de hibisco, se utiliza como agente anti-
obesidad y para el tratamiento de la diabetes. Entre los principales compuestos
identificados en H. sabdarifa se encuentran a-amirina y lupeol (reportados como
agonistas a PPAROJ/y), los cuales pueden estar relacionados con efectos
antiinflamatorios, sin embargo, no se ha profundizado al respecto. Con la finalidad
de esclarecer el mecanismo de accion de estos compuestos, el presente trabajo
evalla estas moléculas triterpenoides en un modelo in vivo inflamatorio agudo de
TPA, en un modelo in vitro de macréfagos y en estudios in silico de acoplamiento

molecular.

Objetivo
Evaluar el efecto y actividad antiinflamatorios de a-amirina y lupeol en modelos in

Vvivo, in vitro y estudios in silico.
Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto antiinflamatorio de a-amirina y lupeol en un modelo de
inflamacion aguda in vivo (TPA).
2. Caracterizar la expresion de citocinas (IL-6, TNF-a, IL-18, IL-10) en cultivo de

macrofagos tratados con a-amirina y lupeol.
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3. Determinar las concentraciones de citocinas (IL-6, TNFa, IL-13, IL-10) en

sobrenadantes de macréfagos RAW 264.7 tratados con a-amirina y lupeol.

4. Evaluar la interaccién de a-amirina y lupeol con la COX-2 mediante andlisis

de acoplamiento molecular.

Materiales y métodos
Modelo in vivo

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 normales, a los que se les indujo
inflamacion topica mediante la administracion de TPA (acetato de 12-O-
tetradecanoil-forbol) (2.5 pg) en la oreja; posteriormente se administraron los
compuestos a-amirina y lupeol (1 mg/oreja), utilizando como control positivo

indometacina (1 mg/oreja).
Modelo in vitro

Se cultivaron macréfagos de la linea celular RAW 264.7, los cuales fueron
estimulados con LPS (5 pg/mL) para inducir una respuesta inflamatoria;
posteriormente se trataron con los compuestos a-amirina y lupeol (10 uM),
utilizando como control positivo celecoxib (10 uM). Al final de los tratamientos la
expresion del ARNm de TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-10 se cuantificé por qPCR, y las
concentraciones de las citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 y MCP-1 en el medio de

cultivo se determinaron por la técnica de ELISA.

Modelo in silico

Se realizo el acoplamiento molecular con la version 4.2.6 del programa AutoDock
utilizando el cédigo de proteina 5JW1 del Protein Data Bank (PDB), resolucién 2.81
A para COX2. Mediante el programa computacional UCSF Chimera, la proteina
5JW1 fue minimizada, se le agregaron las cargas y retiraron las moléculas de agua.
a-amirina y lupeol se construyeron mediante el programa Chembiodraw y se
minimizaron (MMFF94) con el programa auxiliar Chem3D. A continuacién, se llevo
a cabo el docking molecular mediante el programa Autodock. Los calculos de
acoplamiento se realizaron con AutoDock version 4.2.6, que realiza un

acoplamiento automatizado de los ligandos con flexibilidad diédrica especificada por
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el usuario dentro de un sitio de union rigida de proteinas. El programa realiz6 varias
ejecuciones (100) en cada experimento de acoplamiento. Cada ejecucion
proporcion6 una posicion predicha en el modo de acoplamiento en el sitio alostérico
de inhibicion de COX-2.

Resultados

Los resultados mostraron en el modelo de TPA que ambos compuestos a-amirina
y lupeol inhibieron significativamente el desarrollo del edema auricular, en un 68%
con respecto al grupo control; y un 55% respecto al grupo tratado con

indometacina.

En macréfagos RAW 264.7 los compuestos disminuyeron significativamente en
un 37.5% la expresion de TNF-q, IL-6 e IL-1[3, asi como la concentracién de MCP-
1 en el cultivo con respecto al grupo de LPS. Por otra parte, los compuestos
aumentaron significativamente en un 50% la expresion y concentracion de I1L-10

con respecto al grupo de LPS.

Las imagenes 3D y 2D del acoplamiento molecular del celecoxib (inhibidor
especifico de COX-2), lupeol y a-amirina en el sitio alostérico de COX2 revelan
que se unen con una AG= - 10.71 Kcal/mol (100/100 conformaciones), AG= - 6.67
Kcal/mol (43/100 conformaciones) y AG= - 8.43 Kcal/mol (21/100

conformaciones) respectivamente.
Conclusion

La administracion de a-amirina y lupeol disminuyen significativamente el
desarrollo del edema provocado por TPA. El efecto antiinflamatorio que ejercen
ambos compuestos puede estar asociado a un descenso general de citocinas
proinflamatorias y un aumento de citocinas antiinflamatorias. Ademas, el
mecanismo de accion farmacologica puede asociarse con una interaccion
quimica con la COX-2. a-amirina y lupeol representan una alternativa importante
de moléculas multi blanco, ya que ademas de ser agonistas duales de PPARs
ejercen un efecto antiinflamatorio, lo cual representa una ventaja terapéutica para

enfermedades metabdlicas con caracter inflamatorio.
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ABSTRACT
INTRODUCTION

Inflammation is a protective physiological process that is activated in response to
a physical-chemical aggression for the restoration of the affected tissue. In
inflammation, macrophages play a critical role by producing cytokines. An
excessive and prolonged inflammatory response can lead to diseases associated
with metabolic, cardiovascular, respiratory, digestive, or autoimmune syndrome.
In the market there are anti-inflammatory drugs that cause adverse effects when
consumed for prolonged periods. This justifies the search for new anti-
inflammatory compounds. In traditional Mexican medicine there is a great diversity
of plant species with different anti-inflammatory uses. Hibiscus sabdariffa,
popularly known as hibiscus or hibiscus flower, is used as an anti-obesity agent
and for the treatment of diabetes. Among the main compounds identified in H.
sabdarifa are a-amyrin and lupeol (reported to PPARS/y agonists), which may be
related to anti-inflammatory effects, however, this has not been deepened. To
clarify the mechanism of action of these compounds, the present work evaluates
these triterpenoid molecules in an acute inflammatory in vivo model of TPA, in an

in vitro model of macrophages and in silico studies of molecular coupling.
Objective

To assess the effect and anti-inflammatory activity of a-amyrin and lupeol in vivo,

in vitro and in silico studies.
Objectives

1. To assess the anti-inflammatory effect of a-amyrin and lupeol in an in vivo
acute inflammation (APR) model.
2. Characterize the expression of cytokines (IL-6, TNF-a, IL-13, IL-10) in

culture of macrophages treated with a-amyrin and lupeol.
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3. To determine cytokine concentrations (IL-6, TNFa, IL13, IL-10) in RAW
264.7 macrophage supernatants treated with a-amyrin and lupeol.
4. To evaluate the interaction of a-amyrin and lupeol with COX-2 by molecular

coupling analysis.
Materials and methods
In vivo model

Male mice of the normal CD-1 strain were used, which were induced topical
inflammation by administering TPA (12-O-tetradecanoyl-phobol acetate) (2.5 pg)
in the ear; Subsequently, the compounds a-amyrin and lupeol (1 mg/ear) were

administered using indomethacin (1 mg/ear) as a positive control.
In vitro model

Macrophages from the RAW 264.7 cell line were cultured and stimulated with LPS
(5 pg/mL) to induce an inflammatory response; subsequently treated with the
compounds a-amyrin and lupeol (10 uM), using celecoxib (10 uM) as a positive
control. At the end of the treatments the expression of mRNA of TNF-a, IL-6, IL-
18 and IL-10 was quantified by gPCR, and the concentrations of the cytokines
TNF-a, IL-6, IL-10 and MCP-1 in the culture medium were determined by the
ELISA technique.

In silico model

Coupling was performed with version 4.2.6 of the AutoDock program using the
protein code 5JW1 from the Protein Data Bank, resolution 2.81 A for COX2. Using
the UCSF Chimera computer program, the 5JW1 protein was minimized, the
charges were added to it and the water molecules were removed. a-amyrin and
lupeol were constructed using the Chembiodraw program and minimized (MMFF94)
with the Chem3D auxiliary program. Next, molecular docking was carried out using
the Autodock program. Coupling calculations were performed with AutoDock version
4.2.6, which performs automated coupling of ligands with user-specified dihedral
flexibility within a rigid protein binding site. The program performed several runs
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(100) on each docking experiment. Each execution provided a predicted position in

the coupling mode at the allosteric COX2 inhibition site.
Results

The results showed in the TPA model that both compounds a-amyrin and lupeol
significantly inhibited the development of atrial edema, by 68% compared to the
control group; and 55% compared to the group treated with indomethacin.

In RAW 264.7 macrophages the compounds significantly decreased by 37.5% the
expression of TNF-a, IL-6 and IL-1(, as well as the concentration in an MCP-1 in
the culture with respect to the LPS group. On the other hand, the compounds
significantly increased by 50% the expression and concentration of IL-10 with

respect to the LPS group.

3D and 2D images of the molecular coupling of celecoxib (specific COX2 inhibitor),
lupeol and a-amyrin at the allosteric site of COX-2 reveal that they bind with a AG=
- 10.71 Kcal/mol (100/100 conformations), AG=-6.67 Kcal/mol (43/100

conformations) and AG= - 8.43 Kcal/mol (21/100 conformations) respectively.
Conclusion

Administration of a-amyrin and lupeol significantly decrease the development of
edema caused by TPA. The anti-inflammatory effect exerted by both compounds
may be associated with a general decrease in proinflammatory cytokines and an
increase in anti-inflammatory cytokines. In addition, the mechanism of
pharmacological action may be associated with a chemical interaction with COX-
2. a-amyrin and lupeol represent an important alternative of multi-target
molecules, since in addition to being dual agonists of PPARSs they exert an anti-
inflammatory effect, which represents a therapeutic advantage for metabolic

diseases with inflammatory character.
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1 INTRODUCCION

1.1 Sistema inmunoldgico.
El sistema inmunoldgico es una red interactiva de procesos biolégicos compuesto

por o6rganos linfoides, células inmunes y factores humorales como las citocinas,
mismos que permiten mantener la homeostasis frente a agresiones internas y
externas; reconociendo lo dafino y reaccionando frente a ello (Andersen et al.,
2016).

La respuesta inmune se divide en dos: Inmunidad innata e inmunidad adaptativa.
La inmunidad innata incluye las barreras fisicas y quimicas, abarca elementos
celulares y humorales (como el sistema de complemento, citocinas y proteinas de

fase aguda), elementos que proporcionan una defensa inmediata (Nicholson, 2016).

La inmunidad adaptativa consiste en reacciones especificas de antigeno a través
de la activacion de linfocitos T y B.

Mientras que la respuesta innata es rapida y poco especifica, la respuesta
adaptativa es precisa y tarda varios dias o semanas en desarrollarse (Parkin &
Cohen, 2001). La memoria inmunoldgica es una adaptacion evolutiva vital que
confieren una proteccion duradera contra una amplia gama de patdégenos. La
memoria adaptativa es establecida por la memoria de los linfocitos T y B tras el
reconocimiento de un antigeno, mientras que la memoria inmune innata, tiene lugar
en células innatas como macrofagos y células asesinas naturales a través de la

reprogramacion epigenética y metabdlica (Bulut et al., 2021).

Las células sanguineas se generan a través de un proceso denominado
hematopoyesis, donde a partir de la célula madre hematopoyética surgen ceélulas
precursoras de plaquetas, eritrocitos y leucocitos, éstos ultimos conforman las
células del sistema inmunoldgico. Una vez que las células son generadas, salen de
la medula 6seay se van a circulacion o permanecen en otros érganos para terminar

de madurar.

19



La hematopoyesis ocurre de manera continua para mantener un numero adecuado
de células e incrementa cuando existe un proceso inflamatorio (Kawamoto & Minato,
2004).De la célula madre hematopoyética se diferencian las células del progenitor
mieloide, surgiendo asi las células de la inmunidad innata, como los mastocitos ,
granulocitos (basoéfilo, eosindéfilo y neutrdfilo), células dendriticas y monocitos
(Bernareggi et al., 2019). El presente trabajo se enfocara principalmente en la

respuesta innata, particularmente en monocitos y macroéfagos.

1.1.1 Monocitos y macroéfagos.

Los monocitos son células efectoras inmunes de gran importancia (Abdulkhaleq
et al., 2018), se encuentran disponibles en practicamente todos los tejidos, su
funcion es la de proteger contra infecciones, ayudar a otros leucocitos a eliminar
tejidos dafiados, destruir células cancerosas, regular la inmunidad y favorecer la
activacion y desarrollo de la respuesta inmune adaptativa (Lacy, 2015). Los
monocitos son células que circulan en la sangre, la médula 6sea y el bazo;
constituyen aproximadamente 10% del total de leucocitos en humanos. Sus
caracteristicas morfolégicas tipicas, son una forma irregular, ndcleo ovalado,
vesiculas citoplasmaticas y alta proporcidon de citoplasma a ndcleo. Los monocitos
pueden permanecer en la circulacién de 1 a 2 dias, después de lo cual, si no han
sido reclutados en un tejido, mueren y se eliminan. Los monocitos se reclutan en el
tejido para convertirse en macréfagos residentes de tejido en condiciones
homeostéticas, y macréfagos activados por inflamacion durante una infeccion
(Serbina et al., 2008).

La diferenciacion de monocitos a macrofagos se asocia con la activacion de genes
del ciclo celular y de la modulacion de los genes involucrados en el metabolismo
lipidico. En esta diferenciacion existen muchos cambios, por ejemplo, la célula
aumenta su tamafio de 5 a 10 veces, sus organulos incrementan tanto su numero

como su complejidad, adquiere capacidad fagocitica, produce altas concentraciones
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de enzimas liticas y secreta gran variedad de sustancias solubles (Martinez et al.,
2006).

Los macréfagos son células de gran importancia ya que no solo desempefian un
papel clave en la inmunidad, sino que también ayudan a regular el desarrollo y
funcién de los 6rganos. Estas células estan presentes en todos los tejidos y pueden
eliminar desechos celulares y patdégenos, presentar antigenos a linfocitos T y
producir citocinas para alertar a las células sobre el dafio y promover la curacion del
tejido (Frodermann & Nahrendorf, 2018). Para su funcionamiento correcto, se
necesita de una sefial que les permite actuar, a este fenémeno se le conoce como

activacion.

1.1.2 Activacion del macroéfago.

Se pueden distinguir al menos dos fenotipos diferentes de macréfagos: los
macrofagos activados clasicamente (M1) y los macréfagos activados
alternativamente (M2). Los macréfagos M1 pueden ser inducidos por interferén
gamma (IFN-y) y lipopolisacarido (LPS) a través de la via de sefializacion clasica
del factor nuclear kappa-B (NF-kB). Los macréfagos M2 se generan cuando los
macrofagos se estimulan con interleucina 4 (IL-4) e interleucina 13 (IL-13) (AlZaim
et al., 2020). El LPS induce la fosforilacién del inhibidor de kappa B (IkB) e IkB
cinasa (IkK), lo que aumenta la translocacion nuclear p65 para activar los
macrofagos M1. Los macrofagos M1 son capaces de producir mediadores
inflamatorios, como interleucina 1 (IL-1), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 23 (IL-23), especies reactivas de oxigeno (ROS),
oxido nitrico (NO) y NO-sintasa inducible (iNOS). Por lo tanto, los macrofagos M1
conducen a la inflamacion, y son predominantes en su etapa temprana. En
contraste, los macrofagos M2 liberan una gran cantidad de interleucina 10 (IL-10) y
factores troficos, como el factor de crecimiento transformador beta (TGF-B) y
Arginasa-1 (ARG-1) que bloquean la activacion de las células T y los macréfagos
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M1; por lo tanto, los macréfagos M2 suprimen la inflamacién y conducen a procesos

de recuperacion de tejidos (Y. Liu et al., 2017).

1.2 Proceso inflamatorio.

El proceso inflamatorio es un sistema de defensa inmunologica esencial en los
organismos. La inflamacion aguda es un mecanismo de defensa de primera linea
que actla contra agentes dafiinos, como patégenos, toxinas o alérgenos. En
condiciones normales, las acciones estrechamente coordinadas de varios
componentes de defensa, incluidas las células inmunes, los agentes
antiinflamatorios enddgenos y los procesos de remodelacion de tejidos, permiten la
resoluciéon de la inflamacién aguda al facilitar la eliminacion de patégenos, células

infectadas o la reparacién de tejidos dafiados (Chung et al., 2019).

En respuesta al dafio tisular, los neutréfilos son rapidamente reclutados a los sitios
inflamatorios por el endotelio activado (Novotny & Penka, 2012). El endotelio
activado recluta leucocitos que se extravasan a los tejidos inflamados e incrementan
el flujo de linfa que transporta células, restos celulares, donde una red de células
defensivas interacciona y reacciona frente a las moléculas extrafias presentes en la
linfa. Asi mismo, los macréfagos y mastocitos presentes en los tejidos son
reclutados (Louwe etal., 2021). Una vez activados, los macrofagos son
responsables de la producciéon de factores de crecimiento y citocinas que atraen

varios tipos de células inflamatorias a los sitios de dafio (Philip et al., 2004).

Cuando la respuesta inflamatoria no se resuelve y persiste, se movilizan mas
componentes de defensa a lo que se conoce como inflamacion crénica. La
inflamacion crénica se caracteriza por mantener un proceso inflamatorio de bajo
grado durante un periodo prolongado e involucra macrofagos acumulados, linfocitos
y otros componentes celulares (Chung et al., 2019). En la inflamacion cronica, el
proceso inflamatorio puede empezar aun cuando no haya lesién, puede ser causada
por infecciones que no desaparecen, por reacciones inmunitarias anormales o por
alteraciones cronicas como la obesidad. Con el tiempo, la inflamacion cronica puede
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causar dafio al ADN y enfermedades asociadas a este proceso, como la diabetes

tipo 2, enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras (Zhao et al., 2016).

Clinicamente, el dolor esta ausente o es minimo. La inflamacién crénica puede
pasar desapercibida hasta que es demasiado tarde para revertir el dafio en los

organos afectados.

1.2.1 Fisiopatologia de la inflamacion.

La inflamacion es una defensa bioldgica contra la infeccion y el dafio tisular. En
circunstancias normales, la inflamacion termina rapidamente después de la
eliminacion de los agentes perjudiciales. Cuando se presenta una condicién
patologica con desregulacion en los mediadores inflamatorios se afectan los vasos
sanguineos y se genera disfuncién tisular (Suzuki et al., 2020). La creciente
evidencia sugiere un vinculo entre la inflamacién y afecciones de salud cronicas,

como:

o Enfermedades cardiovasculares: Cardiopatia coronaria, cardiopatia
reumatica, enfermedades cerebrovasculares, arteriopatias periféricas

o Enfermedades respiratorias: Asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), alergias respiratorias

o Enfermedades digestivas: Gastroenteritis, colitis ulcerosa, peritonitis,
enfermedad inflamatoria intestinal

o Enfermedades autoinmunes: Lupus eritematoso  sistémico,
encefalomielitis autoinmune, esclerosis multiple, artritis reumatoide

o Otras  enfermedades: Obesidad, diabetes, enfermedades

neurodegenerativas, cancer, hepatitis, retinopatia (Zhong & Shi, 2019).

1.2.2 Reaccion inflamatoria.
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La inflamacion ocurre en la microcirculacién y se caracteriza por el paso de
proteinas plasmaticas y leucocitos de la sangre a los tejidos. El proceso es regulado
por sustancias que actuan directamente sobre las diferentes poblaciones celulares,
estas sustancias son secretadas principalmente por mastocitos, basofilos,
plaquetas, células fagociticas y endoteliales (Fioranelli et al., 2021). Las etapas de

la respuesta inflamatorias son:
o Quimiotaxis

Es el desplazamiento por atraccion que realiza una célula a lo largo de un gradiente
de concentracion de una molécula atrayente. A través de este proceso migran y se
acumulan células en el sitio dafado. Por la accion de las sustancias
guimioatrayentes como IL-8, Cba, histamina, LTs, LPS, restos de fibrina o de
colagena, las areas lesionadas reclutan otros tipos celulares, principalmente células
de la circulacién, y aquellas que se encuentran en reposo adheridas a las paredes
endoteliales. Inicialmente se captan neutrofilos y posteriormente participan
monocitos, fagocitos y linfocitos. Las células tisulares (cebadas, fibroblastos,
queratinocitos), adyacentes a la zona infectada o lesionada, son las primeras en
llegar, en ser activadas y en promover la inflamacién (Rojas-Dotor et al., 2009).

° Aumento del diametro vascular

Este cambio vascular, inducido principalmente por las sustancias inflamatorias:
histamina, bradicinina, eicosanoides, que son secretadas desde los primeros
segundos por los mastocitos locales, los baséfilos y las células endoteliales
activadas, aumentan el flujo de sangre hacia el area inflamada, lo que genera
elevacion de la temperatura y enrojecimiento local (calor y rubor), sefales fisicas

caracteristicas de un proceso inflamatorio (Ashina et al., 2015).
o Aumento de la permeabilidad vascular

La dilatacién capilar permite el paso de liquido intersticial y proteinas sanguineas
(entre las que se encuentra el complemento e inmunoglobulinas) a la zona dafiada,
que al acumularse producen edema. La distension de los tejidos, la accion de la

bradicinina y el estimulo que todo lo anterior ejerce sobre las terminaciones
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nerviosas, origina el dolor, otra de las cuatro manifestaciones clinicas cardinales

mas importantes de la inflamacion (Kockerling et al., 2013).
o Adherencia y rodamiento celular

Inicialmente los neutrdfilos (posteriormente los monocitos), se unen a las células
endoteliales a través de las moléculas de adhesion de baja afinidad denominadas
selectinas. Los leucocitos se desplazan sobre las células endoteliales de las vénulas
postcapilares mediante un mecanismo denominado rodamiento. Las quimiocinas se
adhieren a la superficie de los leucocitos en rodamiento e inducen en ellos la
expresion de otros grupos de moléculas de adherencia de alta afinidad: las
integrinas. Asimismo, la IL-1 y el TNF actian sobre las células endoteliales para que
aumente la expresion de los ligandos para las integrinas de los leucocitos, con lo

que se establece una union firme entre ambas células (Albelda et al., 1994).
o Estimulacion de la via extrinseca de coagulacion

En forma simultanea a los eventos sefialados, se inicia esta via. El proceso culmina
con la formacion de fibrina y un estado procoagulante, lo que impide la diseminacién

de gérmenes a través de la circulacion sanguinea (Mackman et al., 2007).
o Transmigracion o diapédesis celular

El rodamiento de leucocitos sobre las células endoteliales culmina con el paso de
los leucocitos hacia el foco infeccioso o el tejido lesionado. Los leucocitos pueden
pasar a través de las uniones intercelulares. La proteina JAM, las ocludinas y la
cadherina mantienen las uniones laterales de las células endoteliales, al momento
de la transmigracion se ha observado una pérdida focal de esta ultima molécula, lo
que favorece la apertura. Los leucocitos también pueden pasar de manera
transcelular, para lograrlo, los neutréfilos extienden pseudépodos al interior de la
célula endotelial; esta via es guiada predominantemente por quimiocinas. Una vez
gue los leucocitos han traspasado la barrera endotelial, pueden llegar al tejido
inflamado, guiados por las sefiales quimioatrayentes (Schenkel et al., 2002). En el
sitio de la inflamacion, las células fagociticas endocitan al antigeno, lo procesan y

lo convierten en pequefios péptidos, que unidos a moléculas del complejo principal
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de histocompatibilidad (MHC) pueden ser presentados a los linfocitos T. De esta
manera, se induce la participacion de la inmunidad especifica, con lo que se
potencializa notablemente la respuesta inmune ante los agresores o causantes de
la inflamacion. Si la respuesta inflamatoria aguda local es exitosa, el agresor es
eliminado, el dafio no se extiende, disminuyen notablemente las manifestaciones
sistémicas, la respuesta es inhibida oportunamente, finaliza en poco tiempo y el
tejido es reparado satisfactoriamente. Si por el contrario, el proceso no limito el
dafio, la inflamacion aguda local, se transforma en un proceso sistémico o crénico
(Jaczewska et al., 2014).

1.2.3 Mediadores inflamatorios.

El mecanismo de inflamacién representa una cadena de respuestas organizadas y
dindmicas que incluyen eventos celulares y vasculares con secreciones humorales
especificas. Mediadores inflamatorios son liberados por las células de defensa
inmune, los mediadores inflamatorios son sustancias activas que inician, regulan y

ajustan la respuesta inflamatoria (Abdulkhaleq et al., 2018).
Los mediadores inflamatorios se clasifican con base a sus propiedades bioquimicas:
o Mediadores derivados de lipidos

El acido araquidonico (AA) es el precursor eicosanoide principal y constituyente
basico en todas las células del cuerpo. La activacién de varias enzimas fosfolipasa,
principalmente fosfolipasa A2 (PLA2), causa la liberacién de AA de la membrana
celular. ElI AA se metaboliza a través de diferentes vias y forma multiples productos
oxigenados llamados eicosanoides. La ciclooxigenasa (COX) forma prostaglandinas
(PGs) y tromboxanos (TXs), mientras que las lipoxigenasas (LOX) forman
leucotrienos (LTs) y lipoxinas (LXs) (D. Wang & DuBois, 2010).

Las PG y TX se engloban sustancialmente en la conservacion del proceso
inflamatorio, al aumentar la permeabilidad vascular y fortalecer el resultado de otros

mediadores inflamatorios como la histamina y, por lo tanto, contribuyen al
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enrojecimiento, el aumento del flujo sanguineo y la exudacién plasmética en el area

de inflamacion aguda que conduce al edema (D. Wang & DuBois, 2010).
o Citocinas proinflamatorias

Las citocinas regulan la respuesta inmune y el proceso inflamatorio. Son mensajeros
autocrinos, paracrinos o endocrinos de pequefio peso molecular. Las citocinas
envian sefiales intracelulares al unirse a receptores especificos de la superficie
celular, son producidas por practicamente todas las células y tienen una amplia
variedad de funciones. El efecto bioldégico depende de la citocina y la célula
involucrada, pero tipicamente estas moléculas afectan la activacion, division,

apoptosis o0 movimiento celular.

Las citocinas producidas por leucocitos con efectos principalmente sobre otros
glébulos blancos se denominan interleucinas. Las citocinas que tienen actividad
guimioatrayente se llaman quimiocinas, aquellas que causan diferenciacion y
proliferacion de células madre se llaman factores estimulantes de colonias, aquellos
que interfieren con la replicacion viral se denominan interferones (Miller et al.,
2019). Las citocinas tienen la capacidad de regular la expresion de moléculas de
adhesion, el crecimiento y la division celular, la apoptosis, la produccion de
inmunoglobulinas y la quimiotaxia en las células diana. La estimulacion de
monocitos y macrofagos libera citocinas proinflamatorias como el TNF-q, IL-18 e IL-
6 (Praveena et al., 2010).

. Mediadores vasoactivos

La histamina, almacenada principalmente en los mastocitos, leucocitos y basofilos,
es un mediador proinflamatorio ampliamente distribuido y preformado. La liberacién
de histamina causa un aumento transitorio de la permeabilidad después de una
lesion tisular. La histamina induce la acumulacion de las células endoteliales y
permite el paso de las proteinas a través de las uniones interendoteliales. Ademas,
del aumento en la permeabilidad vascular, la histamina también causa la formacion

de edema y mejora la secrecion de acido gastrico y a mayor concentracion causa

27



hinchazén de las células endoteliales y adherencia a los leucocitos (Larsen &
Henson, 1983).

o Especies reactivas de oxigeno

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es fundamental para la
progresion de muchas enfermedades inflamatorias. Las ROS son producidas por
células que estan involucradas en la respuesta de defensa del huésped (células
PMN). Las ROS actian como una molécula de sefializacién y un mediador de la

inflamacion (Biswas, 2016).

Las ROS se definen clasicamente como metabolitos parcialmente reducidos de
oxigeno que poseen fuertes capacidades oxidantes. Son perjudiciales para las
células a altas concentraciones al oxidar componentes celulares como proteinas,
lipidos y ADN (Mittal et al., 2014), pero a bajas concentraciones, cumplen funciones

de sefializacion complejas.

A concentraciones fisiolégicas, las ROS funcionan como moléculas de sefializacion
que regulan el crecimiento celular, la adhesion de las células hacia otras células, la
diferenciacion, la senescencia y la apoptosis. El concepto de produccion crénica o
prolongada de ROS se considera central para la progresion de la enfermedad
inflamatoria. Los miembros de la familia ampliamente estudiados y comprendidos
son el anion superdéxido (O2+-), radical hidroxilo (OHe), perdoxido de hidrogeno
(H202), y acido hipocloroso (HOCI) (Thannickal & Fanburg, 2000).

Las ROS se generan como subproductos del metabolismo celular a través de la
cadena de transporte de electrones en las mitocondrias, asi como a través del
citocromo P450. La otra fuente importante de ROS son las oxidasas NADPH que
estdn presentes en una variedad de células, especialmente los fagocitos
profesionales y las células endoteliales, que son fundamentales para la génesis de

la respuesta inflamatoria (Pendyala & Natarajan, 2010).
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o Sistema del complemento

El sistema del complemento hace referencia a un conjunto de mas de 20 proteinas
que circulan por la sangre, entre ellas estan las C3b, C1q, Clr, C1s, convertasa C3,
C5, complejo de ataque a la membrana, entre otras. Muchas de estas proteinas
estan normalmente inactivas, pero en respuesta al reconocimiento de componentes
moleculares en los microorganismos, pueden activarse secuencialmente a través

de una cascada enzimatica (Gebhardt et al., 2009).

La activacion en cascada del complemento da como resultado la formacion de
anafilatoxinas C3a, C5a y complejo de atague de membrana C5a, es un potente
guimioatrayente que causa una mayor produccién de anticuerpos; sintesis, y
liberacion de citocinas, PGs, LTs y estrés oxidante. También favorece el
reclutamiento de células inflamatorias como neutréfilos, eosinéfilos, monocitos y
linfocitos T. El sistema del complemento juega un papel critico en la inflamacion y

defensa contra algunas infecciones bacterianas (Gebhardt etal., 2009).

1.3 Modelos de evaluacion de la actividad antiinflamatoria.

Un modelo farmacoldgico experimental puede considerarse relevante cuando los
efectos obtenidos en este pueden vincularse a posteriori con experimentos
preclinicos. Se han descrito varios métodos in vivo como el modelo de TPA e in
vitro, como los modelos de cultivo celular para que en el futuro se puedan evaluar
en ensayos preclinicos de farmacos antiinflamatorios (Butterweck & Nahrstedt,
2012).

1.3.1 Edema de oido inducido por TPA in vivo.

El edema de oido causado por el aceite de croton o su principio irritante 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) se ha utilizado para evaluar la actividad
antiinflamatoria de los medicamentos antiinflamatorios esteroideos y no

esteroideos. La inflamacion del oido inducida por TPA representa un modelo de
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inflamacion de la piel atil para la evaluacion de compuestos antiinflamatorios
sistétmicos y locales. La administracion topica de aceite de crotdon causa
vasodilatacion, promueve la permeabilidad vascular, la afluencia de neutrdfilos, la
sintesis de eicosanoides y la liberacion de serotonina e histamina. EI modelo TPA
es valioso para la deteccion de extractos de hierbas y compuestos antiinflamatorios
sintéticos. PGI2 y LTB4 (Prostaglandina 12 y Leucotrieno B4) son principalmente
responsables de la permeabilidad vascular aumentada. Por lo tanto, se espera que
los compuestos inhibidores de COX y LOX inhiban la inflamacién inducida por TPA.
Ademas, los efectos proinflamatorios del TPA se ven facilitados por la estimulacion
de la proteina quinasa C (PKC) que posteriormente activa otras enzimas como las
proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y la PLA2 (Fosfolipasa A2). Los
inhibidores y corticoides de COX, LOX y PLAZ2 tienen la capacidad de suprimir la
inflamacion que ocurre después de la aplicacion topica de TPA (Inoue et al., 1989).

Ventajas: Estos modelos son apropiados para el cribado de farmacos
antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos. En el modelo de edema de oido
inducido por TPA, los resultados mas potentes y menos potentes estan relacionados

con los inhibidores de COX y LOX, respectivamente (Boller et al., 2010).

Limitaciones: Como multiples mecanismos estan involucrados en el modelo de
edema de oido inducido por aceite de croton/TPA, es racional usar estos modelos
solo para predecir en lugar de aprobar el modo de accién de los compuestos
antiinflamatorios. Por lo general, los animales se sacrifican al finalizar el protocolo
experimental para cosechar las muestras de tejido y los ganglios linfaticos
auriculares para investigaciones detalladas (Boller et al., 2010).

1.3.2 Modelo de estimulacién de macrofagos con LPS in vitro.

Los macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS se utilizan generalmente para
evaluar el efecto antiinflamatorio de la sustancia a evaluar. La estimulacion de tales
células con LPS produce citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a) y quimiocinas
(IL-8, MCP-1). La gravedad de la inflamacion se evalla a través de la manifestacion
de mediadores proinflamatorios como TNF-q, IL-1[3, IL-6, NO, COX-1 y COX-2 en
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sobrenadantes celulares. Los niveles de citocinas se pueden medir in vitro utilizando
kits ELISA. La expresion de mediadores proinflamatorios esta controlada por varias

vias de sefializacion y factores de transcripcion (Agarwal et al., 2014).

1.4 Tratamientos farmacoldgicos para la inflamacion.

Los medicamentos antiinflamatorios pueden interferir en la fisiopatologia de la
inflamacion, buscando minimizar el dafio tisular y proporcionar una mayor

comodidad al paciente (Nunes et al., 2020).

Los glucocorticoides y los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
son los medicamentos mas comunmente recetados en todo el mundo para el

tratamiento de trastornos asociados con la inflamacion.

Los glucocorticoides actian inhibiendo las PGs y proteinas implicadas en procesos
inflamatorios, como los corticoides, que entre otras indicaciones se utilizan en el
tratamiento del asma y la respuesta inflamatoria autoinmune. Los farmacos no
esteroideos, por otro lado, tienen una accion inhibitoria a través de la enzima COX
y estan indicados para el dolor moderado a leve y el control de la temperatura

corporal (Golden et al., 2018).

Los AINEs son los medicamentos mas utilizados en todo el mundo, utilizados para
tratar el dolor agudo y crénico resultante de un proceso inflamatorio. Los AINEs
abarcan una amplia gama de agentes y, en general, todos sus efectos estan
relacionados con la inhibicion de la accién de la COX en la producciéon de PGs y
TXs (Ayyadevara et al., 2013).

El principal mecanismo de accién de los AINES es la inhibicion de la COX-1y COX-
2, tanto central como periférica, que interfiere en la conversion de AA en PGs E2,
prostaciclinas y TXs. Las enzimas relacionadas con la accion de los AINE se pueden
dividir en COX-1 y COX-2, actuando en diferentes regiones. La COX-1 se expresa
en la mayoria de las células, incluso en el liquido fetal y amnidtico, y participa en
efectos fisioldgicos, como efectos reguladores y protectores. Por otro lado, la COX-

2 se activa por inflamacion y citocinas proinflamatorias (Moon et al., 2010).
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Hay varias maneras de clasificar los AINEs; segun la potencia inhibitoria de la COX-
2 sobre la COX-1, la concentracion para lograr efectos clinicos, entre otros. Los
AINEs se pueden clasificar en AINEs no selectivos (ketoprofeno, aspirina,
naproxeno, flunixina, meglumina y otros), inhibidores preferenciales de la COX-2
(meloxican, etodolac, nimesulida) e inhibidores altamente selectivos de la COX-2
(celecoxib). La mayoria de los efectos secundarios estan relacionados con la
inhibicion de la COX-1 debido a su rendimiento en varios sistemas relacionados con

la limpieza celular (Hayashi et al., 2011).

Las acciones inhibitorias de los AINEs contra la COX-1 pueden presentar problemas
cruciales en la farmacoterapia ya que pueden aumentar el riesgo de accidentes
cardiovasculares, fundamentalmente cuando se consume en dosis elevadas y por
largos periodos de tiempo. Asi, la comunidad cientifica ha centrado sus esfuerzos
en la busqueda de inhibidores selectivos de la COX-2, con menores efectos
secundarios adversos, ya que se requieren inhibidores de la COX-2 altamente
selectivos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. El primer inhibidor
selectivo de la COX-2 fue el celecoxib que ha logrado una amplia diseminacion
(Yaghoobi et al., 2013).

Aunque los glucocorticoides pueden ser altamente efectivos en el tratamiento de la
inflamacion, su aplicacion sistémica es limitada debido a la alta incidencia de efectos
adversos graves como insuficiencia cardiaca, dafios gastrointestinales, Ulceras,
insuficiencia renal, reacciones alérgicas de gravedad, por mencionar algunas.
principalmente en el tratamiento a largo plazo. Los medicamentos antiinflamatorios
no esteroideos son un grupo heterogéneo de compuestos y la mayoria de ellos
tienen una farmacocinética y farmacodinamica desfavorables, lo que lleva a efectos

adversos, como trastornos gastrointestinales (Thumann et al., 2019).

Por tanto, la necesidad de sistemas de administracion de medicamentos a largo
plazo de antiinflamatorios con un perfil de liberacién bien controlado es evidente (L.
et al., 2013).

1.5 EI LPS como factor del proceso inflamatorio por la via de NF-kB.
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El sistema inmune innato reconoce microorganismos a través de un nimero limitado
de receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Un ejemplo de estos
receptores son los receptores tipo toll (TLR) (P. L. Huang, 2009). Los PRR
reconocen los componentes microbianos, conocidos como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP), que son esenciales para la supervivencia del
microorganismo, entre los que destaca el LPS. El reconocimiento de un PAMP por
un PRR desencadena reacciones inflamatorias rapidas esenciales para la
inmunidad innata (Takeda, 2004).

El LPS es una endotoxina, componente mayoritario de la membrana externa de las
bacterias gram negativas; estd compuesto por una parte lipidica y cadenas
caracteristicas de oligosacaridos y polisacaridos. Se caracteriza por una induccién
robusta de la respuesta inflamatoria sistémica en el sistema inmune innato a través
de la via del receptor tipo Toll 4 (TLR4), que puede provocar shock endotéxico, dafio

celular y potencialmente insuficiencia organica multiple (Chae, 2018).

La activacion de TLR4 por LPS, esta precedida por una serie de reacciones que
tienen como objetivo convertir agregados de LPS, derivados de bacterias, en
mondmeros de LPS concentrados en la superficie celular en las cercanias del
receptor (Ciesielska et al., 2021). Estas reacciones son iniciadas por la proteina LBP
sérica que se une a los agregados de LPS (micelas) que facilita la extraccion
posterior de monomeros de LPS por CD14 y la entrega del LPS al complejo
TLR4/MD-2. La interaccion de TLR4/MD-2 con dos moléculas de LPS induce la
dimerizacion de los ectodominios de dos moléculas TLR4 que adquieren una "forma
de M" con sus fragmentos intracelulares puestos en yuxtaposicion. Cada fragmento
intracelular contiene un dominio de homologia Toll/IL-1R (TIR) propenso a
interacciones homotipicas con dominios TIR de cuatro proteinas adaptadoras
(Griffin et al., 2018). Cuando esta en la membrana plasmatica, TLR4 interactia con
el primer par de adaptadores, TIRAP. El TIRAP unido a TLR4 recluta a MyD88, el
cual se une alin mas a la cinasa asociada al receptor de interleucina-1 (IRAK) 1y
2, y se forma un complejo de sefializacibn submembrana llamado mixedosoma

(Davis et al., 2020). EI mixedosoma ensamblado recluta a E3 ubiquitina ligasa
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TRAF6, que desencadena una cascada de sefializacion que involucra a la cinasa
TAK1 y conduce, a través de la fosforilacion y activacion de las cinasas IkB a/
(IKKa/B), a la translocacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB. Una vez en el
ndcleo activa la transcripcion de genes que estdn implicados en la respuesta
inflamatoria inducida por LPS (TNF-q, IL1-B, IL-6 y COX-2) (Akira et al., 2006).

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

Un factor de transcripcion nuclear es un tipo de proteina que se une a una secuencia
de nucledtidos conservados en la region promotora del gen para iniciar la
transcripcion de este gen. El factor nuclear de la cadena k-ligera de células B
activadas por potenciadores (NF-kB) es uno de los factores de transcripcion nuclear
con una amplia gama de funciones biolégicas, que existe en casi todos los tipos de
células de mamiferos (Bottex-Gauthier etal., 2002). NF-kB es un factor de
transcripcion nuclear que sirve de defensa en aquellas condiciones que atenten
contra la homeostasis, como son las infecciones virales y bacterianas, o por algin
tipo de estrés fisico. Cuando las células se exponen a estimulos endégenos, como
citocinas proinflamatorias, una cascada de eventos conduce a la fosforilacion y
subsecuente degradacion de los inhibidores de NF-kB, por lo que es liberado para
entrar al nucleo y activar la expresion de varios genes diana (T. Liu et al., 2017).
Estos complejos citoplasmaticos son capaces de efectuar una translocacion
nuclear, también son conocidos como la familia de transcripcion NF-kB/Rel. Esta
incluye a NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), p65 (RelA), RelB, y c-Rel. La
forma activada de NF-kB que mas prevalece es un heterodimero que consiste en la
subunidad p50 y p65, la cual contiene dominios de transactivacion necesarios para
la induccion de varios genes diana (Vallabhapurapu & Karin, 2009). NF-kB existe en
el citoplasma en una forma inactiva asociada a proteinas reguladoras llamadas
inhibidores de kB (IkB), de los cuales, los mas importantes son IkBa, IKBf3 e IkBe.
La fosforilacién de IkB es un paso importante en la activacién de NF-kB, el cual esta
mediado por un complejo de proteinas cinasas llamado IKK. ElI complejo IKK
contiene al menos tres subunidades, que incluyen las cinasas IKKa e IKKB (también
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llamadas IKK1 e IKK2, respectivamente), y la subunidad reguladora IKKy (también
denominada NEMO). La activacion de IKK inicia con la fosforilacion de IkBa en sus
regiones -NH2 terminales especificos de residuos de serina. IkBa fosforilado es
entonces ubiquitinizado, convirtiéendose en un blanco para la degradacion por el
proteosoma 26S, liberando el dimero NF-kB del complejo NF-kB—IkB citoplasmatico
y las proteinas NF-kB se translocan al nucleo, donde se unen a elementos
especificos en las regiones promotoras de los genes diana para activar asi la
expresion génica de citocinas proinflamatorias. Por lo tanto, NF-kB esta
estrictamente regulado para mantener la homeostasis (Mitchell et al., 2016).

Si la activacion de NF-kB es desregulada, pueden ocurrir enfermedades como
inflamacion crénica, tumores, enfermedades autoinmunes y cardiovasculares, por
ejemplo, en la inflamacién del tejido adiposo inducida por obesidad y la resistencia

a la insulina mediante la desregulacion de NF-kB (Zhang et al., 2021).

1.6 Inflamacién del tejido adiposo.

Esta bien establecido que la infiltracién de células inflamatorias en la expansién del
tejido adiposo causa disfuncion de adipocitos y disfuncion metabdlica, como
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina. Los macrofagos fueron la primera
poblacion de células inmunes que estudio en este proceso, aunque informes mas
recientes han enfatizado el papel de la infiltracién temprana de neutréfilos (Weisberg
et al., 2003).

Durante las respuestas inflamatorias locales y sistémicas, los macréfagos
residentes en el tejido presentan antigenos para iniciar el reclutamiento de otras
células inmunes y secretan citocinas para regular las cascadas de sefializacion
inflamatoria en el tejido huésped. La relevancia de este fenomeno es confirmada
por varios informes clinicos que demuestran la infiltracion de macrofagos en el tejido

adiposo de humanos obesos (Kawai et al., 2021).

La obesidad puede asociarse con un estado de resistencia a la insulina en el tejido
adiposo, hepatico y musculo esquelético que estd asociado con un proceso
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inflamatorio de bajo grado. La obesidad es considerada un factor de riesgo
importante para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). La resistencia a la
insulina en el contexto de la obesidad es el resultado de una combinacion de
funciones alteradas de las células diana de la insulina y la acumulacion de

macréfagos que secretan mediadores proinflamatorios (Olefsky & Glass, 2010).

El tejido adiposo no es simplemente un deposito de almacenamiento de calorias,
sino que también secreta activamente acidos grasos y una variedad de polipéptidos.
Estos péptidos incluyen hormonas, citocinas y quimiocinas, que pueden funcionar
de manera endocrina o paracrina (Izaola et al., 2015). El tejido adiposo consta de
una variedad de tipos de células, que incluyen adipocitos, células inmunes
(macréfagos y linfocitos), preadipocitos y células endoteliales. La acumulacion de
macrofagos se correlaciona directamente con el grado de obesidad. Los
macrofagos son una fuente importante de citocinas inflamatorias, que pueden
causar disminucion de la sensibilidad a la insulina. Esta variedad de citocinas
contribuye a reclutar macréfagos adicionales, estableciendo un proceso de
retroalimentacion positiva que propaga el estado inflamatorio crénico (Peleli et al.,
2020). Las citocinas TNF-a, IL-6, IL-1B, en conjunto con otros factores secretados
por los macrofagos, ejercen efectos paracrinos para activar las vias inflamatorias de
las células diana de la insulina. Esto conduce a la activacion de la cinasa Jun N-
terminal (JNK), el inhibidor de la kB cinasa (IKK) y de otras serinas cinasas. En un
estado de resistencia a la insulina, la sefializaciéon de JNK e IKK se regula al alza
en el musculo esquelético, el tejido adiposo y otros tejidos resistentes a la insulina.
Esto es importante, ya que estas serinas cinasas activan factores de transcripcion
y la principal via proinflamatoria dentro de los macrofagos que involucra al sistema
IKKPB/ factor nuclear-kB (NF-kB), que luego estimulan la transcripcién de un conjunto
superpuesto de genes de vias inflamatorias (P. L. Huang, 2009). Estas serinas
cinasas también pueden fosforilar proteinas de sustrato del receptor de insulina
(IRS), los receptores de insulina y posiblemente otras moléculas de sefalizacion de
insulina. Estos eventos de fosforilacion de serina interfieren con la accion normal de
la insulina, creando un estado de resistencia celular a la insulina (Pelka & De Nardo,
2018).
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Considerando el papel relevante que tiene NF-kB sobre el proceso inflamatorio, se
ha considerado un blanco terapéutico muy importante, y se han propuesto algunas
moléculas que puedan actuar sobre su via de sefializacion o sobre las citocinas que
modula. Sin embargo, existen moléculas enddgenas que tienen la capacidad de
establecer regulacion sobre dicho factor, por ejemplo los agonistas a receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) (Giacoman-Martinez et al.,
2019).

1.7 PPAR’s e inflamacion.

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARa, PPARB/® y
PPARY) son miembros de la superfamilia de receptores nucleares, que actuan como
factores de transcripcion que son activados por ligandos endégenos, como acidos
grasos, principalmente no saturados. Desempefian un papel crucial en el
metabolismo de la glucosa y los lipidos, siendo blancos terapéuticos para el
tratamiento de enfermedades asociadas con el sindrome metabdlico, siendo
también interesantes blancos para el tratamiento de enfermedades que cursan
procesos inflamatorios, como la hipertensién, entre otros. Los agonistas para los
PPARs, puede mostrar cierta mejoria con respecto a la aparicion de efectos
secundarios, lo que ha llevado a aumentar el valor terapéutico para diferentes
enfermedades como el cancer, la inflamacion y las enfermedades cardiovasculares
(Mirza et al., 2019).

PPARYy es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares que esta regulado
por los acidos grasos libres y sus metabolitos. PPARy es necesario para el
desarrollo de los adipocitos y es la molécula blanco de las tiazolidinedionas (TZD),
sensibilizadores a la insulina, que se utilizan clinicamente para el tratamiento de la
DT2 (Han et al., 2017). PPARy también se expresa en macrofagos, donde puede
regular negativamente genes de la via inflamatoria, inhibiendo la via de sefializacion
de NF-KB, ademas de regular la homeostasis de glucosa. Otro miembro de la familia

PPAR, es PPAR [/9, ejerce influencias similares sobre la activacion de macréfagos
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de un fenotipo M2 (antiinflamatorio). La inhibicibn de PPARPB/® conduce a
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, con una mayor liberacion de

citocinas proinflamatorias (Shao et al., 2016).

Considerando que la DT2 se caracteriza por presentar un estado inflamatorio
cronico, el tratamiento con agonistas a PPARy como las TZD, podrian garantizar su
uso para la prevencion de complicaciones macrovasculares de la DT2. En diferentes
modelos biologicos, el tratamiento con TZD disminuye la expresion de NF-«kB
nuclear en las células PMN que circulan en la sangre, mientras aumenta, en las
mismas células PMN, la expresion de IkB, un inhibidor de NK-KB, llevando a cabo
una disminucion inflamatoria. Las TZD reducen la secrecion de TNF-a, IL-6 e IL-1p,
demostrando asi propiedades antiinflamatorias (Consoli & Devangelio, 2005). Las
propiedades antiinflamatorias de las TZD ocurren por dos vias biomoleculares:
transactivacion y transrepresion. En la transactivacion, las TZD se unen a PPARYy,
induciendo cambios conformacionales que conducen al reclutamiento de proteinas
y coactivadores. Entonces, PPARy forma un heterodimero con el receptor de
retinoide X y reconoce elementos de respuesta de ADN especificos llamados
elementos de respuesta de PPAR (PPRE) en la region promotora de los genes
diana. Esto resulta en ultima instancia en la transcripcion de genes diana de PPARY,
implicados en el transporte de los acidos grasos a través de la membrana celular,
en la activacion a derivados acil-CoA, en la entrada a la mitocondria, en la
degradacion de los &cidos grasos a través del proceso de B-oxidacién, ya sea en
las mitocondrias o en los peroxisomas, y en la sintesis de cuerpos ceténicos. En la
transrepresion, los PPARs pueden reprimir la transcripcion de genes al interferir
negativamente con otras vias de transduccion de sefiales, como la via de
sefalizacion de NF-kB, de manera independiente de la union al ADN (Jiang et al.,
1998). En macrofagos, las TZD inhiben la expresion de proteinas que se regulan
positivamente durante la diferenciacién y activacién de los macrofagos M1, como
INOS y gelatinasa B; esto se debe a la inhibicion de STAT, AP-1y NF-kB (Cuzzocrea
et al.,, 2004). La disminucién en el contenido de NF-kB ocurre porque las TZD

aumentan las concentraciones de IkB total (Ghanim et al., 2001).
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A pesar de que los farmacos agonistas a PPARy poseen un importante efecto
sensibilizador de la insulina, no son considerados la alternativa terapéutica a largo
plazo para el tratamiento de la DT2, ya que entre sus efectos indeseables se puede
ubicar la estimulacion de la lipogénesis en diversos tejidos y el consecuente
aumento de peso. Por ello, en los ultimos afos se ha intensificado la busqueda de
moléculas agonistas duales a PPARs. Un agonista a PPAR®d/y, favorece la
incorporacion de la glucosa y la oxidacion de &cidos grasos, disminuyendo tanto
glucosa, lipidos en sangre y la inflamacion cronica de bajo grado, resolviendo la
problematica de los agonistas de PPARy (Hsueh & Law, 2003).

Por lo tanto, la busqueda de nuevos agentes antiinflamatorios y sensibilizadores a
la insulina a partir de medicina tradicional se esta popularizando con el objetivo de
obtener moléculas con multiples blancos terapéuticos, que ofrezcan un potencial
tratamiento integral de enfermedades complejas como la DM2 y el sindrome
metabdlico (S. Wang et al., 2016).

1.8 Medicina tradicional usada en la inflamacion.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente el 65%
de la poblacién mundial incorpora la medicina tradicional (usos etnobotanicos) en la
atencion médica. Los estudios etnoboténicos a lo largo de los afios han permitido la
asociacion de plantas altamente diversificadas con actividades bioldgicas, desde la
observacion, descripcion e investigacion experimental, lo que ha contribuido en gran
medida al descubrimiento de productos naturales con accién bioldgica. El uso de
compuestos naturales a base de plantas medicinales para tratar muchas
enfermedades se ha convertido en una gran tendencia en la investigacion clinica.
Los compuestos polifendlicos han atraido una atencion significativa debido a sus

efectos de modulacion sobre la inflamacion (Owona et al., 2020).

Las plantas medicinales siguen siendo una fuente interesante de productos
naturales para el tratamiento de diversas condiciones de salud. Se estima que se

han estudiado mas de 150.000 especies de plantas, muchas de las cuales contienen

39



valiosos agentes terapéuticos, y las aplicaciones de nuevos compuestos de plantas
con fines farmacéuticos han ido aumentando gradualmente en los ultimos afos
(Anand, 2020).

La inflamacién es un gran desafio para la humanidad. Aunque hay muchos
medicamentos antiinflamatorios disponibles, se cree que estos medicamentos,
como los opioides y los medicamentos que inducen analgesia como los AINES, no
son utiles en todos los casos y estos medicamentos también producen efectos
secundarios, por lo que, para superar estos problemas, se deben descubrir nuevas
moléculas de medicamentos a partir de las plantas. Las plantas tienen muchos
fitoconstituyentes utiles para reducir la inflamacién y menos efectos secundarios
(Atanasov et al., 2015).

Las sustancias de origen vegetal, pertenecientes a las mas diversas clases
quimicas, ya han demostrado una actividad antiinflamatoria probada. Entre ellos,
destacan los terpenos, polifenoles ( taninos, cumarinas, flavonoides, lignina y

taninos), glicésicos (saponinas) y alcaloides (Singh et al., 2015).

Dado que una gran proporcion de los AINEs disponibles en el mercado tienen
efectos indeseables significativos, la necesidad de nuevos medicamentos
antiinflamatorios contribuye al avance de la investigacibn de moléculas mas
selectivas y con menores efectos adversos, siendo las plantas medicinales un
recurso importante en la basqueda de nuevas moléculas con estas caracteristicas.
Por lo tanto, hay que tomar en cuenta el nimero significativo de sustancias de
origen vegetal forman parte del arsenal terapéutico de la medicina moderna (Corlett,
2016).

2 ANTECEDENTES
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2.1 Hibiscus Sabdariffa

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) es una planta cultivada, cuyos sépalos se utilizan
en varios paises para preparar una bebida fria, como parte de la gastronomia local.
Ademas, a la preparacion acuosa se la han atribuido ciertos usos medicinales,
principalmente como diurético y agente anti obesidad (Da-Costa-Rocha et al.,
2014).

Tradicionalmente Hibiscus sabdariffa se cultiva en Sudan, Egipto, Nigeria, México,
Arabia Saudita, Taiwan y América Central, la partes mas utilizadas son el tallo,
hojas, calices y semillas, partes de la planta que tiene aplicaciones tradicionalmente
como alimento, en bebidas herbales, cosmética, como agente aromatizante en la

industria alimentaria y como medicina herbal (Lee & Zietsch, 2011).

Muchos informes de investigacion destacaron que los calices secos son la fuente
potencial de moléculas bioactivas que ejercen una potente actividad antioxidante,
accion antiinflamatoria, antiobesidad, antihiperlipidémico, antihipertensivo,
inhibiciébn de la agregaciéon de plaquetas sanguineas, diurético, antiurolitico,
antimicrobiano, anticancerigeno, hepatoprotector, renoprotector, antitumoral vy

propiedades inmunomoduladoras (Riaz & Chopra, 2018).

Varios estudios de Hibiscus sabdariffa han reportado efectos benéficos para la salud
y podria usarse como un tratamiento terapéutico de diversas enfermedades
particularmente en desérdenes metabdlicos, como DT2 y obesidad. Su composicién
guimica también mostrd que la potencia terapéutica de Hibiscus sabdariffa podria
atribuirse a la presencia de compuestos bioactivos, como flavonoides (quercetina,
luteolina); &cido clorogénico, gosiptina, hibiscetina, fenoles, algunos acidos
fendlicos, glucésidos como la delfinidina-3-sambubdsido y la cianidina-3-
sambubdsido se detectaron como los componentes principales en el extracto

acuoso de H. sabdariffa (Ojulari et al., 2019).

Estudios fitoquimicos de Hibiscus sabdariffa han permitido identificar a compuestos
como la a-amirina y lupeol, los cuales poseen accién antihiperglucemiante en

ratones normales CD1, efecto agonista dual de PPARB/d y PPARy en adipocitos

41



3T3-L1 La activacion simultdnea de estas isoformas mejora la sensibilidad a la
insulina, aumentando la captacion de glucosa a traves de la activacion de PPARy y
promoviendo la captacion y oxidacion de lipidos mediante la activacion de PPAR
B/6, evitando la acumulacion de triglicéridos en adipocitos 3T3-L1 (Giacoman-
Martinez et al., 2019). Ademas a-amirina actia como un activador alostérico de
AMPK, y puede estar relacionada con la translocacion de GLUT4. Estos datos
apoyan que a-amirina podria tener una accién insulino-mimética en los mioblastos
C2C12 y debe considerarse como una molécula bioactiva para nuevos farmacos
multiobjetivo con utilidad en DT2 y otras enfermedades metabdlicas (Giacoman-
Martinez et al., 2021).

2.2 Lupeol.

Lupeol es un triterpeno natural que existe ampliamente en plantas medicinales. Se
ha demostrado que este compuesto posee una amplia gama de actividades
farmacoldgicas, como acciones anticancerigenas, antioxidantes, antiinflamatorias y
antimicrobianas. Suprime el reclutamiento de macréfagos mediado por inhibidor del
activador del plasmindgeno 1 y atenua la polarizacion de macréfagos M1 (K. Liu
et al., 2021).
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Figura 1. Estructura quimica de lupeol tomada de (Saleem, 2009).

Se ha demostrado que el lupeol exhibe diversas actividades farmacoldgicas en
condiciones in vitro e in vivo. Estos incluye actividad contra la inflamacion, el cancer,
la artritis, la diabetes, las enfermedades cardiacas, la toxicidad renal y la toxicidad
hepatica (Preetha et al., 2006 & Sudhahar et al., 2006).

42



2.2.1 Lupeol e inflamacion.

Lupeol ha sido ampliamente estudiado por sus efectos inhibitorios sobre la
inflamacion, tanto en modelos in vitro y en modelos animales de inflamacién. El
estudio realizado por Fernandez et al., mostré que la aplicacién topica de lupeol (1
mg/oreja) alivio la inflamacion inducida por el acetato de 12-0-tetradecanoilforbol
(TPA) o acido araquiddénico en un modelo de edema auricular de ratones suizos
(Fernandez et al., 2010). Este estudio mostré que la aplicacion topica de lupeol
disminuye los niveles de mieloperoxidasa (marcador especifico de neutrofilos), lo
gue causa una reduccion de la infiltracion celular en tejidos inflamados en ratones
(Fernandez et al., 2010).

Geetha et al., informaron por primera vez la utilidad de lupeol para tratar o reducir
la inflamacion en un modelo murino de artritis, que es una enfermedad asociada a
la inflamacion. Se demostrd que el efecto benéfico de lupeol en el tratamiento de la
inflamacion en ratones con artritis se asocia con un potencial efecto modulador
sobre el sistema inmunologico y la generacion de factores inflamatorios. Se mostro
también que el lupeol suprime la actividad fagocitica de los macréfagos y los
linfocitos T, y suprime la generacién de citocinas mediadas por células T CD4+ en
un modelo de raton. La administracion oral de lupeol (125-200 mg/kg) dio lugar a
una reduccion significativa del conteo de linfocitos T CD4+ y CD8+ y del nivel de
citocinas (IL-2, IFN-y e IL-4) en ratones con artritis experimental (Geetha &
Varalakshmi, 1999).

El estudio de Vasconcelos et al., probé el tratamiento del lupeol sobre la inflamacién
de un modelo de ratén de asma bronquial. Esta bien establecido que el asma es
una enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias, asociada con una
respuesta inmune Th2. Este estudio se mostré que la administracion de lupeol
causa una reduccion significativa en los niveles de eosindfilos en el liquido bronco-
alveolar. También se encontré que el tratamiento de lupeol reduce la inflamacién
general en los pulmones. Se observo que el efecto antiinflamatorio de lupeol era
igual a la dexametasona, un agente antiinflamatorio con probada potencia

farmacoldgica (Vasconcelos et al., 2008).
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Se llevaron a cabo varios estudios para comprender el mecanismo molecular a
través del cual lupeol inhibe o atenda los procesos inflamatorios en situaciones in
vitro e in vivo. Se mostro que el lupeol regula varias moléculas que desempefian un
papel importante en el proceso inflamatorio, tanto de manera directa como indirecta.
Asimismo, se demostré que el lupeol inhibe la actividad de la lipoxigenasa-1
(Gutierrez-Lugo et al., 2004). Se observd que el tratamiento adicional con lupeol
causa una reduccion en la inflamacion al disminuir los niveles de citocinas
inflamatorias como TNF-a e IL-6 en un modelo de raton con asma bronquial

(Vasconcelos et al., 2008).

2.3 a-amirina.

a-amirina es un triterpeno pentaciclico presente en una variedad de plantas
medicinales y que muestra un amplio espectro de actividad farmacolégica, dentro
de las que se incluye acciones antidiabéticas, antiinflamatorias, antiulcerosas,
antiartriticos, antihiperlipidémicas, antitumorales y hepatoprotectoras (revisado de
Singh et al., 2015). Se ha demostrado que a-amirina atentda el sindrome metabdlico
inducido por una dieta alta en fructosa e inhibe la polarizacién de los linfocitos Th17
(Singh et al., 2015).

Figura 2. Estructura quimica de alfa-amirina tomado de (Medeiros et al., 2007).
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2.3.1 a-amirina e inflamacion.

Algunas pruebas experimentales muestran que la a-amirina exhibe propiedades
sistémicas antinociceptivas, antiinflamatorias, antipruriginosas, hepatoprotectoras y
gastroprotectoras. La mezcla de triterpeno a-amirina y [-amirina produce
antinocicepcion periférica, espinal y supraespinal consistente en roedores,
especialmente cuando se evalia en modelos inflamatorios con dolor. Los
mecanismos involucrados en las acciones de esta mezcla de compuestos parecen
incluir la inhibicion de las vias dependientes de la proteina quinasa Ay PKC. Se ha
demostrado que la aplicacion tépica de a-amirina es capaz de reducir, de forma
dosis dependiente, tres eventos importantes relacionados con la respuesta
inflamatoria cutdnea inducida por TPA: formacion de edema, migracion de
leucocitos polimorfonucleares y aumento de los niveles tisulares de IL-1B (Otuki
et al.,, 2005). Sin embargo, los mecanismos subyacentes a estas propiedades
antiinflamatorias topicas de a-amirina se comprenden parcialmente (Medeiros et al.,
2007).

En conjunto, estas evidencias sugieren que la utilidad terapéutica de lupeol y a-

amirina para afecciones inflamatorias es de gran importancia (Saleem, 2009).

Sobre todo, en condiciones inflamatorias asociadas a desregulaciones metabdlicas,

donde ambos compuestos tienen un potencial terapéutico importante.
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3 JUSTIFICACION

Las enfermedades que poseen un caracter inflamatorio crénico (como la Diabetes
mellitus tipo 2) son consideradas problemas de salud publica en todo el mundo, ya
que conllevan a un gran impacto social, econdémico y en la calidad de vida de
quienes las padecen. Aunado a esto, el uso excesivo de opiaceos para aliviar el
dolor en enfermedades con procesos inflamatorios crénicos presenta otro problema
importante de salud. Desafortunadamente, la mayoria de los agentes
antiinflamatorios de uso clinico pueden presentar efectos adversos, lo que
representa un motivo muy importante para la basqueda de nuevos compuestos
antiinflamatorios mas selectivos y con menores efectos adversos. En la busqueda
de alternativas terapéuticas, se tienen como candidatos importantes a los agonistas
duales para PPARs, ya que su activacion se ha relacionado con afectos
antiinflamatorios. Sin embargo, es posible que también otras vias relacionas con la
respuesta inflamatoria (p. ej. a nivel de COX-2) participen en respuesta a estas

moléculas.

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) es una especie vegetal que se utiliza en la
poblacibn mexicana como planta medicinal, considerada como un agente
antiobesidad con efectos antiinflamatorios. Cabe mencionar que se han identificado
a la a-amirina y lupeol como moléculas con actividad agonista dual de PPAR®S y
PPARy. Ambos compuestos favorecen la incorporacién de glucosa y disminuyen el
almacenamiento de lipidos que ademas han mostrado cierta actividad
antiinflamatoria en diferentes modelos, sin embargo, aun no se ha evaluado el
efecto de dichos compuestos sobre la produccion de mediadores inflamatorios
provenientes del macréfago, una entidad celular de suma importancia en cualquier
proceso inflamatorio, incluyendo la generada por un desbalance metabdlico. Por lo
anterior, el estudio de estos compuestos contribuiria para promover su uso potencial
como agentes antiinflamatorios, principalmente en enfermedades que cursan
inflamacion crénica, como la diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares,

entre otras.
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efecto ejercen la a-amirina y el lupeol, sobre la expresion y secrecién de
citocinas en la linea celular RAW 264.7 y sobre el modelo de edema murino por
TPA?.

5 HIPOTESIS

Si los agonistas duales de PPARJ/y, a-amirina y lupeol, poseen actividad
antiinflamatoria, modificaran la expresion y secrecion de citocinas en cultivo de
macrofagos RAW 264.7 y reduciran el edema inflamatorio en el modelo murino de
TPA.
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6 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto y actividad antiinflamatoria del a-amirina y lupeol en modelos in

Vivo, in vitro y estudios in silico.

7/ OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto antiinflamatorio de a-amirina y lupeol en un modelo de
inflamacion aguda in vivo (TPA).

2. Caracterizar la expresion de citocinas (IL-6, TNF-a, IL-18, IL-10) en cultivo
de macroéfagos tratados con a-amirina y lupeol.

3. Determinar las concentraciones de citocinas (IL-6, TNF-a, IL-183, IL-10) en
sobrenadantes de macréfagos RAW 264.7 tratados con a-amirina y lupeol.

4. Evaluar la interaccion de a-amirina y lupeol con la COX-2 mediante analisis

de acoplamiento molecular.
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8 DISENO EXPERIMENTAL

8.1 Obtencion de los compuestos.
Los compuestos a-amirina y lupeol fueron adquiridos comercialmente de Sigma-

Aldrich  Products® con el numero de catalogo 638-95-9 y 545-47-1,

respectivamente.

8.2 Modelo de evaluacion antiinflamatoria in vivo.

8.2.1 Animales experimentales.
Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1, de aproximadamente 6 semanas de

edad, de 25 a 30 g de peso, proporcionados por la UMADI de la Universidad
Auténoma Metropolitana unidad Iztapalapa (UAM-I). Los animales se mantuvieron
bajo condiciones de temperatura ambiente (aprox. 24°C) y ciclos de luz-oscuridad
12:12 h, con suministro de agua y alimento estandar para roedores ad libitum. El
manejo de los animales experimentales se llevd a cabo de acuerdo con lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio (NOM-062-ZO0-1999).

8.2.2 Edema auricular inducido con TPA.
Los animales se clasificaron en cuatro grupos de cinco ratones a los que se les

indujo un edema con TPA (Sigma Aldrich®, 5.00582), el cual se aplicé tépicamente
en la oreja izquierda del ratéon a una dosis de 2.5 ug de TPA/oreja, disueltos en 25
ML de acetona (vehiculo); en la oreja derecha se administraron 25 uL de acetona.
En todos los casos, después de 30 minutos de la aplicacion del TPA, se administré
topicamente a un grupo 1 mg de a-amirina 'y a otro grupo 1mg de lupeol en la oreja
tratada con TPA, ambos compuestos disueltos en 25 pL del disolvente (solucion
salina). Como control positivo se administré indometacina (1 mg/oreja, Sigma
Aldrich) siguiendo la misma estrategia experimental. El altimo grupo solo fue tratado
con TPA, y fue considerado como control negativo. Los animales fueron sacrificados
por dislocacion cervical 6 h después de la aplicacion del TPA. Se realiz6 una

perforacion de 6 mm de diametro del tejido atrial del centro del pabellon auricular
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con un sacabocados, a partir de ambas orejas del ratén y se registro el peso del
tejido auricular. El edema inducido se cuantificé en relacion con la diferencia del
peso entre el tejido auricular que recibido TPA y el tejido que recibié Unicamente
vehiculo. La inhibicion del edema se determind como porcentaje de inhibicion
respecto al edema formado en los animales del grupo control, con la siguiente
formula:

(W —-Wo) — (W —Wo")

% de inhibicion = W —Wo) x 100

Donde:

W = Peso de la oreja con TPA (Control)
Wo = Peso de la oreja con vehiculo (Control)
W’ = Peso de la oreja con TPA (+ o a-amirina/lupeol)

Wo’ = Peso de la oreja con vehiculo (+ o a-amirina/lupeol)

8.3 Modelo in vitro.

8.3.1 Linea celular de macréfagos RAW 264.7 de raton Mus musculus.
La linea celular RAW 264.7 fue adquirida comercialmente del banco de células

American Type Culture Collection (ATTC, Rockville, MD.). Las células fueron
cultivadas a una temperatura de 37°C y 5% de CO2 en medio Dulbecco modificado
por Eagle (DMEM) (GIBCO, UT, EUA) suplementado con 10% de suero fetal bovino.
El medio de cultivo se complementé con 1000 U/ml de gentamicina, 0.2 mM de
piruvato y 0.1 mM de aminoacidos no esenciales (Microlab, CA, EUA). Para
resembrarlas se utilizé tripsina 0.025% en PBS-EDTA 2 nM y se sembraron en
botellas de plastico estériles de 75 mm? (Corning, Acton, MA, EUA); hasta llegar a
confluencia (80%) y posteriormente se resembraron en placas de 6 pozos. Una vez

en confluencia se iniciaron los tratamientos con a-amirina y lupeol.
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8.3.2 Viabilidad celular.
Para determinar la viabilidad celular se utilizo la prueba de MTT, este ensayo se

basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa
en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Se cultivaron células RAW
264.7 en placa de 96 pozos con medio DMEM y se incubaron a una temperatura de
37°C y 5% de CO2 durante 12 h. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron
con PBS y posteriormente se le agregd medio de cultivo nuevo con los tratamientos.
Los compuestos a-amirina y lupeol se utilizaron a concentraciones de 1, 10 y 100
MMy se dejé transcurrir 24 h, como control negativo se utilizé peréxido de hidrogeno
al 1%. Pasadas las 24 h se retiré el medio y se agrego6 una solucion de 0.1 mg/mL
de MTT en PBS apH 7.5. Se incubaron por 3h a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente
se les retir6 el medio y se le agregd 200 uL de una solucion de HCI 0.04 M en 2-
isopropanol durante 15 min, para disolver el formazan. El cambio de absorbancia

se cuantificd a 570 nm en un lector de placas ELISA.

8.3.3 Determinacion de concentraciones de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10 y
MCP-1).
Para determinar la concentracion de citocinas se uso la técnica de ELISA. Se basa

en un inmunoensayo tipo sandwich con anticuerpos monoclonales especificos para
las citocinas (TNF-q, IL-6, IL-10 y MCP-1), inmovilizados en una microplaca de 96
pozos en una fase sdlida que contiene controles estandares. Para esto, las células
se trataron con a-amirina y lupeol (10 uM) y celecoxib 10 mM durante 60 minutos,
transcurrido este tiempo, las células fueron estimuladas con 5 pg/ml de LPS durante
24 h. Posteriormente se colecto el medio de cultivo de las células con cada uno de
los tratamientos y se determinaron las concentraciones utilizando ELISA MAX™
Deluxe Set de TNF-q, IL-6, IL-10 y MCP-1 (BioLegend, San Diego, CA) siguiendo

las indicaciones del proveedor.
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8.4 Analisis de la transcripcion génica de citocinas inflamatorias.

8.4.1 Extraccion de ARN total.
Para cuantificar la expresion de los genes de IL-6, TNF-a, IL-1B e IL-10 se

sembraron 1x10°8 células en una botella de 75 cm?® estéril para su proliferacion.
Posteriormente las células se sembraron en placas de 6 pozos hasta alcanzar la
confluencia. Las células se trataron con a-amirina y lupeol (10 uM) y celecoxib 10
mM durante 60 minutos, transcurrido este tiempo, se estimularon con 5 pg/ml de
LPS durante 24 h. (Se hicieron 4 repeticiones del ensayo, por triplicado).
Posteriormente se colectdé el medio de cultivo para los estudios de ELISA. A
continuacion, las células fueron lavadas con PBS. Las células fueron
homogenizadas y recuperadas con Trizol®. El homogenizado se deposito en tubos
ependorff en donde se les dej6 reposar en hielo. Posteriormente se agregaron 0.2
mL de cloroformo y se agitdé vigorosamente durante 20 s. Las muestras se
centrifugaron a 11,700 x g durante 15 min a 4°C. Se recuperoé la fase acuosa (fase
incolora) y se le agregé 0.5 mL de isopropanol, dejando reposar por 25 min en hielo.
Después se centrifugd a 11,700 x g durante 10 minutos a 4°C. Se decant6 el
sobrenadante y el precipitado obtenido se lavé con un 1 mL de etanol al 75% y
nuevamente se centrifugé a 11,700 x g durante 15 min a 4°C. Se desechd el
sobrenadante y el precipitado (ARN total) obtenido se secé al vacio. El boton de
ARN se suspendi6 en 20 pL de agua libre de RNasas. Finalmente se cuantificd por
espectrofotometria mediante el uso del NanoDrop® a una absorbancia de 260 nm

y 280 nm.

8.4.2 Cuantificacion de la expresion del ARNm de IL-6, TNF-a, IL-1B e IL-
10.

Se utilizé la técnica Transcripcion en Reversa acoplado a Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (RT-PCR) en tiempo real.
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El cDNA se sintetiz6 a partir de 2 ug de ARN total utilizando la transcriptasa reversa
ImProm II, para ello se ocuparon iniciadores al azar (ramdon primers 0.5 ug/uL). El
volumen total de reaccién de 20 L, se incub6 con la siguiente secuencia de ciclos:
inicio 25 °C por 5 min, seguido de la extension a 42°C por 55 min y por ultimo se
detuvo la reaccioén inactivando la enzima a 70°C por 15 min y enfriando a 4°C por 5

min.

El cDNA se amplific6 mediante la tecnologia LightCycler 480 SYBR Green | Master,
utilizando primers especificos [0.4 uM] para los genes de IL-6, TNF-a, IL-1[3, IL-10
y 36B4 como gen de referencia (Tabla 1). El proceso se llevé a cabo en el equipo
Techne Prime Pro-48 gPCR Real-time bajo los siguientes parametros: Activacion
de la polimerasa a 95°C por 10 min; 45 ciclos de la PCR con el primer paso de 95°C
por 10 s, segundo paso de 60°C por 15s, tercer paso de 72°C por 15 s;
Complementada con una curva melting de gradiente: con el primer paso de 95°C

por 15 s, segundo paso de 55°C por 15 s, tercer paso de 95°C por 15 s

Tabla 1. Primers utilizados en la qPCR.

PRIMER SECUENCIA GenBank
TNF-a F5'-CCTCCCTGTCA TCAGTTCTA-3' NM_013693.1
R5-ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3'

IL-6 F5'-TTCCATCCAGTTGCCTTCTT-3' NM_000071.1
R5-CAGAATTGCCATTGCACAAC-3'

IL-18 F5 -TATGTCTTGCCCGTGGAGCTT-3" NM_000068.7
R5-GTCACAGAGGACGGGCTCTT-3"

IL-10 F5'-CAGAGCCACATGCT-3' NM_000067.6

R5-GTCCAGCCTGGTCCT-3'

36B4 F5-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3' NM_007475.2

R5-CCGCAGGGGCAGCAGTG GT-3'

8.4.3 Docking molecular
El acoplamiento se realizo con la version 4.2.6 del programa AutoDock utilizando el

cbdigo de proteina 5JW1 del Banco de Datos de Proteinas (de sus siglas en ingles
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Protein Data Bank) con una resolucion de 2.81 A para COX2. Mediante el programa
computacional UCSF Chimera, la proteina 5JW1 fue minimizada, se le agregaron
las cargas y retiraron las moléculas de agua a-amirina y lupeol se construyeron
mediante el programa Chembiodraw y se minimizaron (MMFF94) con el programa
auxiliar Chem3D. A continuacion, se llevo a cabo el docking molecular mediante el
programa Autodock. Los calculos de acoplamiento se realizaron con AutoDock
version 4.2.6, que realiza un acoplamiento automatizado de los ligandos con
flexibilidad diédrica especificada por el usuario dentro de un sitio de union rigida de
COX2. Cada ejecucién proporcioné una posiciébn predicha en el modo de
acoplamiento en el sitio alostérico de inhibicion de COX2. Para los ligandos y la
proteina, se asignaron cargas Gasteiger y se adicionaron atomos de hidrégeno.
Durante el acoplamiento, se permitio que el ligando realizara todas las torsiones
posibles. Cada cuadricula estaba centrada en las coordenadas cristalograficas del
compuesto co cristalizado. Las dimensiones del Grid (mapa de cuadricula) fueron
60 x 60 x 60 con 0,375 puntos A de separacién. El algoritmo genético lamarckiano
se aplicé como parametro predeterminado. El nimero de corridas de acoplamiento
fue de 100. Después del acoplamiento, todas las soluciones se agruparon en grupos
con un RMSD inferior a 2.0. Todas las soluciones se agruparon y clasificaron por el
representante de energia (AG) mas bajo de la puntuacién. Discovery Studio version
3.5 (Accelrys, Inc.) y el software PyMOL version 2.7 se utilizaron para la
visualizacion 2D y 3D, respectivamente. Todos los protocolos fueron validados a

través de un redocking con la molécula cocristalizada.

9 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como media + el error estandar de la media (E.E.M.) Se
utilizd un analisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias significativas
entre los grupos con respecto del control y posteriormente se les aplicé la prueba
paramétrica complementaria para comparaciéon de medias de Tukey-Kramer con

valor de significancia de p < 0.05.
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10 RESULTADOS

10.1 Evaluacion in vivo e in vitro.

10.1.2 Efecto antinflamatorio en el modelo de edema auricular.

En la tabla 2 se muestran los datos obtenidos de la evaluacion del efecto
antiinflamatorio de a-amirina y lupeol en el modelo de edema auricular inducido con
TPA. Las orejas que recibieron solo TPA/vehiculo (grupo control) desarrollaron un
edema prominente, el cual sirve de referencia y control interno de desarrollo del
modelo. Transcurridas 6 horas después de la aplicacion del TPA, se obtiene un peso
promedio de 7.8 £+ 0.8 mg en la muestra auricular. Las orejas tratadas con
indometacina mostraron un edema significativamente menor en comparacioén con el
grupo control; su porcentaje de inhibicion fue de 55.2%. Los grupos tratados con a-
amirina y lupeol presentaron un porcentaje significativamente mayor que la
indometacina, siendo el lupeol el compuesto que genera una mayor inhibicién,
registrando un 85.3% de inhibicién del edema auricular p<0.05.

Tabla 2. Actividad antiinflamatoria de a-amirina y lupeol en edema auricular
de ratén inducido por TPA (2.5 pg/oreja)

GRUPO DOSIS PESO DE LA % DE
OREJA (mg) | INHIBICION
Control - 7.8+0.8 -
o-amirina 1 mg/oreja 4.8 £ 0.6 68.4 *
Lupeol 1 mg/oreja 4.1+0.3 85.3 *
Indometacina 1 mg/oreja 5.8+0.9 55.2 *

Media + D.E. ANOVA seguido de la prueba de comparacién multiple de Tukey-Kramer.
*Diferencias significativas comparadas con el Control — TPA (*p<0.05; n=5).
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10.1.3 Prueba de funcionalidad celular en las células RAW 264.7.

Las células tratadas con a-amirina y lupeol mantuvieron una funcionalidad mayor al
80% a una concentracion de 1 uM. En el caso de la concentracién de 100 uM se
presento un porcentaje de funcionalidad celular mucho menor, el cual oscilo el 60%.
Tomando en cuenta los resultados obtenidos en esta prueba, y considerando los
antecedentes directos de estos compuestos evaluado en otras entidades celulares,
se llegd a la conclusibn de que las concentracién Optima para tratamientos
posteriores sera la de 10 yM, ya que al ser utilizadas estas concentraciones se
mantiene un porcentaje de funcionalidad mayor al 80%, el cual figura en el rango de
aceptacion de la prueba de funcionalidad celular segun la literatura (Kumar et al.,
2018).
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Figura 3. Se muestran los resultados de la prueba de funcionalidad celular en la linea celular de
macréfagos RAW 264.7. (*) Diferencia significativa respecto al grupo control (p<0.05). Media +
E.E.M.
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10.1.4 Expresion de TNF-q, IL-6, IL- e IL-10.

Se cuantificaron los niveles de expresion de las diferentes citocinas en las células
RAW 264.7, después de haber sido estimuladas con LPS. Las citocinas
proinflamatorias evaluadas fueron TNF-a, IL-18 e IL-6, mientras que la citocina
antiinflamatoria evaluada fue IL-10. El tratamiento con LPS induce una respuesta
inflamatoria por parte del macréfago, lo que se traduce en un incremento
significativo de diversos mediadores inflamatorios, entre ellos, TNF-a. Esto puede
apreciarse en la figura 4, ya que el tratamiento con LPS produce un incremento
significativo en los niveles de expresion de dicha citocina. Por su parte el tratamiento
con a-amirina y lupeol, disminuye significativamente la expresion de TNF-a a pesar
de ser tratadas con LPS. En el caso de a-amirina, reduce un 25% los niveles de
expresion, mientras que para lupeol se observé un descenso del 50% en los niveles
de expresion con respecto al grupo tratado con LPS. Una reduccion semejante a la
que induce el Celecoxib, un control positivo que permitié tener como referencia el
impacto biolégico que produce un potente inhibidor selectivo de la COX-2 (Figura
4).
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Figura 4. Se muestran los resultados de la expresién del ARNm de TNF-a. (*) Diferencia significativa
respecto al grupo (LPS). (#) Diferencia significativa respecto al grupo control. (p<0.05). Media £
E.E.M.

La IL-6 es producida rapida y transitoriamente en respuesta a infecciones y lesiones
tisulares, como ocurre con el estimulo de LPS, se genera una respuesta inflamatoria
por parte del macrofago. Esto puede apreciarse en la figura 5, ya que el tratamiento
con LPS produce un incremento significativo en los niveles de expresion de dicha
citocina. Por su parte el tratamiento con a-amirina y lupeol, disminuye
significativamente la expresion de IL-6 a pesar de ser tratadas con LPS. En el caso
de a-amirina, reduce un 34.10% los niveles de expresion, mientras que para lupeol
se observl un descenso del 25.8% en los niveles de expresion con respecto al

grupo tratado con LPS (Figura 5).

58



X
0%
o%e!

&

9,

,_
X
000
XXX

O
9,

)

O
9,
!

9,
9,
9,

9
9,
&

/
9,
9,

O
0

O

@,
QOOOOONX]

O
5
XX

’
O

o
O
OO

K/
)
@,

9,
9,
9,

¥

)
O/

X
"o
'O

Niveles de expresion del ARNm
(IL-6/36B4)

Testigo LPS Celecoxib  a-amirina Lupeol

LPS

Figura 5. Se muestran los resultados de la expresion del ARNm de IL-6. (*) Diferencia significativa
respecto al grupo (LPS). (#) Diferencia significativa respecto al grupo control. (p<0.05). Media *
E.E.M.

La IL-1B se genera una respuesta inflamatoria por parte del macrofago. Esto puede
apreciarse en la figura 6, ya que el tratamiento con LPS produce un incremento
significativo en los niveles de expresion de dicha citocina. Por su parte el tratamiento
con a-amirina y lupeol, disminuye significativamente la expresion de IL-1p3 a pesar
de ser tratadas con LPS. En el caso de a-amirina, reduce un 85.4% los niveles de
expresion, mientras que para lupeol se observé un descenso del 86.8% en los

niveles de expresién con respecto al grupo tratado con LPS (Figura 6).
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Figura 6. Se muestran los resultados de la expresién del ARNm de IL-18 (*) Diferencia significativa
respecto al grupo (LPS). (#) Diferencia significativa respecto al grupo control. (p<0.05). Media +
E.E.M.

Los macréfagos producen IL-10 con un estimulo de LPS, esto puede apreciarse en
la figura 7, ya que el tratamiento con LPS produce un descenso en los niveles de
expresion de dicha citocina. Por su parte el tratamiento con a-amirina y lupeol,
aumenta significativamente la expresion de IL-10 a pesar de ser tratadas con LPS.
En el caso de a-amirina aumenta un 54.1% los niveles de expresién, mientras que
para lupeol se observdé un aumento del 45.9% en los niveles de expresion con

respecto al grupo tratado con LPS (Figura 7).
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Figura 7. Se muestran los resultados de la expresién del ARNm de IL-10. (*) Diferencia significativa
respecto al grupo (LPS). (p<0.05). Media + E.E.M.

10.1.5 Secrecioén de TNF-q, IL-6, IL-10 y MCP-1

Se cuantifico la secrecion de las diferentes citocinas en las células RAW 264.7, 24
h después de haber sido estimuladas con LPS. Las citocinas proinflamatorias fueron
TNF-a e IL-6, la citocina antiinflamatoria fue IL-10 y la quimiocina fue MCP-1.

Se observo que TNF-a aument6 un 50% su concentracion respecto al grupo testigo
en células tratadas con LPS. Mientras que el tratamiento con celecoxib disminuye
significativamente la concentracion de esta citocina respecto al grupo LPS. Por otro
lado, tanto el tratamiento con a-amirina y lupeol producen un ligero descenso en los

niveles de esta citocina respecto al grupo LPS (Figura 8).
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Figura 8. Se muestran los resultados de la secrecion de TNF-a (*) Diferencia significativa respecto
al grupo (LPS). (p<0.05). Media + E.E.M

Se observé que IL-6 aumentd un 75% su concentracion en células tratadas con LPS
respecto al grupo testigo. Mientras que el tratamiento con celecoxib disminuye un
50% la concentracion de esta citocina respecto al grupo LPS. Por otro lado, tanto el
tratamiento con a-amirina y lupeol producen un ligero aumento en los niveles de
esta citocina respecto al grupo LPS (Figura 9).
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Figura 9. Se muestran los resultados de la secrecion de IL-6. (*) Diferencia significativa respecto al
grupo (LPS). (#) Diferencia significativa respecto al grupo control. (p<0.05). Media + E.E.M

Se observo que IL-10 aumentd un 45% su concentracion en células tratadas con
LPS respecto al grupo testigo. Mientras que el tratamiento con celecoxib aumenta
un 95% la concentraciéon de esta citocina respecto al grupo LPS. Por otro lado, tanto
el tratamiento con a-amirina y lupeol producen un ligero aumento en los niveles de
esta citocina respecto al grupo testigo, una citocina que tiene un papel
antiinflamatorio (Figura 10).
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Figura 10. Se muestran los resultados de la secrecion de IL-10. (*) Diferencia significativa respecto
al grupo (LPS). (#) Diferencia significativa respecto al grupo control. (p<0.05). Media + E.E.M

Se observo que la MCP-1 aument6 un 40% su concentracion en células tratadas
con LPS respecto al grupo testigo. Mientras que el tratamiento con celecoxib
disminuye significativamente la concentracién de esta citocina respecto al grupo
LPS. Por otro lado, tanto el tratamiento con a-amirina y lupeol producen un
descenso significativo en los niveles de esta citocina respecto al grupo LPS, una

citocina que tiene un papel inflamatorio quimioatrayente (Figura 11).
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Figura 11. Se muestran los resultados de la secrecion de MCP-1. (*) Diferencia significativa
respecto al grupo (LPS). (#) Diferencia significativa respecto al grupo control. (p<0.05). Media +
E.E.M

Tabla 3. Determinacion de las concentraciones de citocinas

CONCENTRACIONES EN pg/ml

TNF-a IL-6 IL-10 MCP-1
Control 1091.43 + 36.44 932.1+9.32 709767 £20.40 4022.15 +159.97
LPS 1586.65 +6.01 2319.68 +£1152.10 579.925 +120.96 4789.65 +110.39
CELECOXIB  1430.15 +29.07* 1581.37 + 74.99* 2806.58 + 417.36* 3162 + 133.63*
g o-AMIRINA  1496.07 £26.30*  1946.92 £79.20* 423.65 + 48.00* 3682.32 + 223.08*
LUPEOL 1452.4 + 140.71* 2049.6 + 63.81* 366.283 +37.01* 2871.2 +313.27*
Media * D.E.  ANOVA seguido de la prueba de comparaciéon multiple de Tukey-Kramer.

Diferencias significativas comparadas con el grupo de LPS (*p< 0.05; n= 6).
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10.1.6 Acoplamiento molecular.

El andlisis de acoplamiento molecular revela la interaccion y el modo de unién de
celecoxib, a-amirina y lupeol con la subunidad alostérica inhibitoria de la enzima
COX-2.

Celecoxib exhibio una afinidad de AG = - 10.71 Kcal/mol e interacciones polares por
puentes de hidrogeno con residuos SER354, PHE519, ARG514, GLN193 (lineas
punteadas amarillas) (Figura 12 y 13).

Figura 12. Imagen 3D del acoplamiento del Celecoxib en sitio alostérico de COX-2. Celecoxib en
amarillo, COX-2 en verde. AG=-10.71 Kcal/mol (100/100 conformaciones)

El andlisis de acoplamiento molecular revela la interaccion y el modo de unién de
celecoxib con la subunidad alostérica de la enzima COX-2, donde se muestran
interacciones no polares de tipo van de Waals en los residuos ARG121, TYR356,
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ILE518, ALA517, SER531, PHE382, LEU385, GLY527 y MET523, interacciones pi-
Sigma con los residuos LEU360, VAL117, VAL350, VAL524 y LEU353,
interacciones Alkyl con los residuos LEU532 y ALA528, interaccion pi-Alkyl en los
residuos TRP388 y TYR386, interaccion carbono-hidrogeno en el residuo HIS90

(Figura 13).
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Figura 13. Imagen 2D del acoplamiento del Celecoxib en el sitio alostérico de COX-2. AG=-10.71
Kcal/mol (100/100 conformaciones)

El andlisis de acoplamiento molecular revela la interaccion molecular y el modo de
unién de lupeol (rojo) con la subunidad alostérica de la enzima COX2 (verde).

Lupeol exhibié una afinidad de AG = - 6.67 Kcal/mol, ademas se visualizan los

67



residuos de aminoacidos con los que interactia el celecoxib (SER354, PHE519,
ARG514, GLN193) (Figura 14).

T
L

Figura 14. Imagen 3D del acoplamiento de Lupeol en sitio alostérico de COX-2. Lupeol en rojo,
COX-2 en verde. AG=-6.67 Kcal/mol (43/100 conformaciones).

Lupeol tuvo interacciones en los residuos ASN582, HIS352, GLN193, GLY355,
SER354, ALA517, HIS90, ARG514, PRO515, THR94, HIS357, ASP516 a través de

interacciones de tipo van der Waals (Figura 15).

68



Interactions

|:| van der Waals

Figura 15. Imagen 2D del acoplamiento del Lupeol en el sitio de unién alostérico de la enzima
COX-2. AG=-6.67 Kcal/mol (43/100 conformaciones).
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El andlisis de acoplamiento molecular revela la interaccion molecular y el modo de

union de a-amirina (azul) en la subunidad alostérica de la enzima COX-2. En rojo

se observa al lupeol, en amarillo al celecoxib. a-amirina exhibié una afinidad de AG

= - 8.43 Kcal/mol, ademas se visualizan las interacciones polares por puentes de
hidrogeno con residuos SER354, PHE519, GLN193 (lineas punteadas amarillas)
que tiene el celecoxib (Figura 16).
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Figura 16. Imagen 3D del acoplamiento de a-amirina en sitio alostérico de COX-2. a-amirina en
azul, COX-2 en verde. AG=-8.43 Kcal/mol (21/100 conformaciones)

a-amirina tuvo interacciones a través de enlaces no polares van der Waals en los
residuos ASN582, GLN351, HIS352, GLN193, GLY355, SER354, ASP516, HIS90,
ARG514, THR94 y un enlace no polar alkil ALA517. Ademés de un enlace polar

través de un puente de hidrogeno con el residuo PRO515 (Figura 17).
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Figura 17. Imagen 2D del acoplamiento del a-amirina en el sitio de unién alostérico de la enzima
COX-2. AG= -8.43 Kcal/mol (21/100 conformaciones)

La figura 18 muestra la sobreposicion de lupeol (rojo) y celecoxib (amarillo) en el
sitio alostérico de inhibicion de COX-2 (verde), el analisis de acoplamiento molecular
revela la interaccién molecular ademas del modo de unién de lupeol y celecoxib con
la subunidad alostérica de la enzima COX-2. Celecoxib exhibié una afinidad de AG
= - 10.71 Kcal/mol, lupeol exhibié una afinidad de AG = - 6.67 Kcal/mol y a-amirina
exhibi6 una afinidad de AG = - 8.43 Kcal/mol. Ademas, se visualizan las
interacciones polares por puentes de hidrogeno con residuos SER354, PHE519,
GLN193 (lineas punteadas amarillas) que tiene el celecoxib (Figura 18).

71



Figura 18. Imagen 3D del acoplamiento de Lupeol y celecoxib en sitio alostérico de COX-2. Lupeol
en rojo, celecoxib en amarillo y COX-2 en verde.

Resumen del acoplamiento molecular

SITIO ALOSTERICO DE
LA COX-2
(CONFORMACIONES)

INTERACCIONES

RESIDUOS DE
AMINOACIDOS

Tabla 4.
ESTRUCTURA FUERZA DE
UNION
AG (KCAL/MOL)
LUPEOL -6.67
a-AMIRINA -8.43
CELECOXIB -10.71

(CONTROL POSITIVO)

SIMILIAR AL
CELECOXIB
43/100

A LA PERIFERIA
21/100

100/100

VAN DER WAALS

VAN DER WAALS

VAN DER WAALS

ASNS582, HIS352,
GLN193, GLY355,
SER354, ALA517,
HIS90, ARG514,
PRO515, THR94,
HIS357, ASP516

ASN582, GLN351,
HIS352, GLN193,
GLY355, SER354,
ASP516, HIS90,
ARGS14, THR94

ARG121, TYR356,
ILE518, ALA517,
SERS531, PHE382,
LEU385, GLY527,
MET523
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11 DISCUSION

La inflamacibn es una de las respuestas corporales mas importantes
proporcionadas por el sistema inmunolégico, ya que asegura la supervivencia del
organismo cuando los tejidos se ven afectados por lesiones o infecciones. La
creciente incidencia de obesidad y el sindrome metabdlico es inquietante, pues en
estas condiciones hay una mayor activacion de la inflamacion, pues las vias
inflamatorias utilizadas normalmente como defensa del huésped, se desregulan
aumentando la gravedad de estas afecciones. Entre las principales vias
inflamatorias que se activan y se desregulan en condicion de sindrome metabdlico
son las vias de NF-kB y COX-2 (Roe, 2021). En la presente tesis, los compuestos
a-amirina y lupeol presentaron efecto antiinflamatorio en el modelo murino

inducido por TPA y en el modelo in vitro de macrofagos RAW 264.7

En la literatura se enfatiza que la inflamacién es un blanco de regulacion por PPAR,
que puede ocurrir a través de mecanismos directos e indirectos (Michalik & Wabhli,
2008) se ha demostrado que PPARy reduce la activacion de NF-kB e inhibe la
produccion de citocinas proinflamatorias en linfocitos T y la induccion de moléculas
reguladoras antiinflamatorias del sistema inmune innato (W. Huang & Glass, 2010).
Esto es congruente con los resultados observados en nuestro cultivo de macréfagos
RAW 264.7 puesto que las concentraciones de las citocinas bajaron al aplicarles los

tratamientos con los compuestos a-amirina y lupeol.

Las citocinas son mediadores criticos que supervisan y regulan las respuestas
inmunes e inflamatorias a través de redes complejas, y sirven como biomarcadores
para enfermedades como la artritis y la enfermedad inflamatoria intestinal (C. Liu
etal.,, 2021). Las citocinas TNF-a, IL-6, ademas de la quimiocina MCP-1 son
iniciadoras importantes de la respuesta inflamatoria; asi mismo, participan en el
desarrollo de diversas enfermedades inflamatorias, estimulando la produccion de
NO y PGE2 en la lesion tisular, y contribuyendo al fallo maltiple de 6rganos. La IL-
10 tiene importantes efectos reguladores sobre la respuesta inflamatoria, debido a

su capacidad para mitigar la expresion de MHC-II y para inhibir la produccién de
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citocinas proinflamatorias como TNF-q, IL-1p3 e IL-6 (Sprague & Khalil, 2009). Por
lo que, el efecto observado en cuanto a la expresién de citocinas muestra que lupeol

y a-amirina actlan a este nivel.

Las quimiocinas constituyen una familia de citocinas quimioatrayentes. Las
guimiocinas desempefian un papel importante en el reclutamiento selectivo de
monocitos, neutrofilos y linfocitos, asi como en la induccidén de quimiotaxis a través
de la activacidon de receptores acoplados a proteinas G. La MCP-1 es una de las
quimiocinas clave que regulan la migracion e infiltracion de monocitos y macrofagos.
La migracion de monocitos desde el torrente sanguineo a través del endotelio
vascular es necesaria para la vigilancia inmunoldgica de rutina de los tejidos, asi

como en respuesta a la inflamacién (Deshmane et al., 2009).

Entre las moléculas inflamatorias reguladas al alza en el tejido adiposo, bajo
condiciones de obesidad, MCP-1 ha sido visto como una de las quimiocinas
candidatas que inician la infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo e inducen
resistencia sistémica a la insulina (Kamei et al., 2006). Ademas, el aumento de la
expresion de esta quimiocina en el tejido adiposo precede a la expresion de otros
marcadores de macréfagos durante el desarrollo del sindrome metabdlico (Kanda
et al., 2006).

Dirigirse a NF-kB 0 a la COX-2 es un enfoque terapéutico atractivo porque se ha
observado una sefializacion aberrante de estas vias en todos los tipos de
enfermedades inflamatorias y sobre todo en el cuadro del sindrome metabdlico. Se
ha reportado una amplia variedad de moduladores de moléculas que funcionan para
inhibir NF-kB y la COX-2 dirigiéndose a diferentes puntos en las vias de
sefalizacion. Estos compuestos son sintéticos y derivados de plantas medicinales
gue exhiben actividad antagonista NF-kB o COX-2 y se evalla su eficacia en un
cultivo de células tumorales, modelos in vivo e in silico con la esperanza de

identificar compuestos de valor terapéutico (Harrold et al., 2020).

Por esta razén, uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar la actividad

antinflamatoria en modelos in vivo, in vitro e in silico de los triterpenos a-amirina y
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lupeol, dos compuestos identificados en Hibiscus sabdariffa que han sido

caracterizados como agonistas de PPARd/y.

En el caso del modelo de macrofagos RAW 264.7 en cultivo estimulados con LPS
(modelo in vitro), primero se realizo el ensayo MTT para determinar el potencial
efecto citotoxico de los compuestos. En esta prueba se utiliz6 como base la sal
mono-tetrazolio, también llamada MTT o metil-tiazolil-tetrazolio (Ghasemi et al.,
2021). Se trata de un ensayo colorimétrico utilizado en estudios de actividad
metabdlica celular. Este ensayo permite evaluar la viabilidad celular en términos de
actividad reductora por deshidrogenasas, la conversién enzimatica del compuesto
de tetrazolio en cristales de formazan insolubles en agua, que se producen en las
mitocondrias de las células vivas, aunque también estan involucrados agentes
reductores y enzimas ubicadas en otros organelos como el reticulo endoplasmico.
Sin embargo, la mayor aportacién enzimatica la hacen las mitocondrias funcionales.
La concentracion de formazan es directamente proporcional al nimero de células
vivas, por lo que es utilizado como un marcador de viabilidad celular (van Tonder
et al., 2015). Las concentraciones seleccionadas de los compuestos para continuar
los estudios con los macréfagos fueron de 10 puM, ya que no produjeron cambios
significativos con respecto al control y presentaron una viabilidad celular superior al
80%, ademas de ser concentraciones a las que se han evaluado estos triterpenos
en otras lineas celulares (Fernandez et al., 2010). Hasta el momento, no se han
reportado las concentraciones de a-amirina en el ensayo de MTT en macréfagos
RAW 264.7, sin embargo la concentracion de 10 uM ha sido utilizada en macréfagos
murinos peritoneales con una viabilidad celular de 100% (Arana-Argéaez et al.,
2017). La concentracion de los triterpenos a 10 uM no afecto significativamente la
reduccion mitocondrial. En el ensayo de MTT, no mostrd ningun efecto sobre la

funcionalidad celular.

Para determinar la actividad antinflamatoria in vivo de los triterpenos a-amirina y

lupeol, se utilizé el modelo de edema auricular inducido por TPA.

ElI TPA, cuando se aplica a la piel, causa un efecto irritante rapido y potente al activar
la via de la PKC, lo que resulta en niveles elevados de eicosanoides como la PGE2
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y LTB4. Ademas, promueve la activacion de la via MAPK, que induce la liberacién
de citocinas proinflamatorias como la IL-13, el TNF-q, IL-8 y la proteina inflamatoria
de macrdéfago 1B (MIP-1B). Las moléculas de adhesion y las enzimas se activan, lo
que resulta en la formacién de edema y la migracion de leucocitos a la dermis (Boller
et al., 2010).

Mediante este ensayo se logré apreciar que lupeol presentd mayor actividad
antinflamatoria, con un porcentaje de inhibicion del 85.3% con respecto al grupo
control. Estos datos concuerdan con los reportados por Ferndndez et al, ya que
demostraron que un extracto rico en lupeol de la planta Pimenta racemosa
(ampliamente utilizado por los médicos del pais en la region del Caribe para tratar
dolencias inflamatorias) exhibe una actividad antiinflamatoria significante en
modelos in vivo, ademas mostro que el efecto antiinflamatorio del extracto rico en
lupeol inhibié en un 78.5% la generacion del edema, incluso, mostré una inhibicién
selectiva sobre la COX, incluso superior a la generada por la indometacina, un
farmaco de referencia que posee potente efecto antiinflamatorio en la practica
clinica (Fernandez et al., 2001).

Otro estudio reportado por Fernandez et al., mencionan que el lupeol disminuye la
secrecion de TNF-a, IL1-B y PGE2 en macréfagos peritoneales estimulados con
LPS (Fernandez et al., 2010). Nuestros resultados mostraron en cultivo celular de
macrofagos RAW 264.7 que ademas de reducir la produccién de las citocinas
previamente mencionadas, el lupeol reduce significativamente la IL-6. Este
resultado podria reflejar una potencial atenuacién del proceso inflamatorio, ya que
el descenso de IL-6 se asocia con una baja concentracion de MCP-1, que se sabe
gue es una proteina quimioatrayente de macréfagos, que puede contribuir a la
agravacion del problema inflamatorio. Ambos eventos, se podrian asociar a la
posible inhibicion de NF-kB (Mirza et al., 2019). Sin embargo, esta bien establecido
que la inflamacion inducida por TPA esta relacionada con la activacion de la PKC
gue estimula la actividad de la COX-2 y la generacién de metabolitos implicados en

la permeabilidad vascular en este modelo, lo que indica que el lupeol también podria
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estar funcionando como un inhibidor selectivo de la COX-2 o reduciendo la actividad
de la PKC.

Por otro lado, a-amirina también ejercié un potente efecto antiinflamatorio, ya que
inhibié el edema inducido por TPA en un 68.4%, aunque fue un porcentaje de
inhibicion menor al que produjo lupeol, a-amirina mostré mayor efectividad que la
indometacina. Los estudios reportados por Medeiros et. al., sugieren que la
aplicacion topica en la piel de a-amirina aislado de Protium Kleinii ejerce una
inhibicion fuerte y rapida de la inflamacion inducida por TPA en ratones suizos
machos. Estos efectos parecen estar asociados con la supresion de los niveles de
PGEZ2 en la piel, por mecanismos que implican la supresion de la expresion de COX-
2 y prevencion la degradacién de IkBa, la fosforilacion de p65/RelA y la activacion
de NF-kB (Medeiros et al., 2007). La PGE2 es uno de los mediadores lipidicos mas
tipicos producidos a partir del AA por la COX y actia sobre cuatro subtipos de
receptores (EP1-EP4) para provocar sus diversas acciones, incluyendo pirexia,
sensacion de dolor e inflamacion. Los receptores de prostaglandinas EP1-EP4 son
receptores acoplados a proteina G, las rutas de sefializacion que regulan, incluyen
la Adenilato ciclasa, que cuando se activa aumenta los niveles celulares de AMPc;
PLC que cuando se activa es responsable de formar segundos mensajeros de
trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol que son responsables de elevar los niveles
de Ca?* en el citosol para controlar la actividad de PKC; y cinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERK), proteina cinasas activadas por mitdgenos p38 y
proteina de union a elementos de respuesta a AMPc (CREB) que cuando se activan,
influyen en la expresion de NF-kB, COX-2 y proteinas relacionadas al ciclo celular
(Kawahara et al., 2015). Al inhibir directamente a la COX-2, la sintesis de PGE2 se
ve interrumpida, asi ya no se estaria dando la transduccion de sefiales que active a
las proteinas que regulan la inflamacién y el ciclo celular. Nuestros resultados
apoyan datos de Medeiros et. al., ya que logramos observar una reduccion
importante en citocinas inflamatorias como IL-183, IL-6 y TNF-a. a-amirina podria
estar ejerciendo su efecto antiinflamatorio a través de la inhibicion de COX-2 y
ademas por una disminucion de la proliferacién celular. La disminucion del edema

ocasionado por la a-amirina sugiere realizar mas investigaciones en el tejido del
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edema para examinar cambios morfolégicos, fragmentacién del ADN, perturbacién
del ciclo celular y activacién de caspasas, con la posibilidad de un potencial farmaco

antitumoral.

Las citocinas iniciales en la cascada de inflamacion, principalmente de NF-kB y
COX-2, en orden de activacion, son: TNF-a, IL-1B e IL-6. Estas citocinas funcionan
en una red y sus niveles se intercorrelacionan. En los modelos in vitro lo que se
quiere determinar es como afectan los niveles de expresion de estas citocinas, es
por eso por lo que se cuantificd la expresion relativa de estas citocinas después de
estimular a los macrofagos RAW 264.7 con LPS, y ser tratadas con a-amirina y
lupeol. Los tratamientos redujeron la expresion de TNF-a, IL-6 e IL-1B al mismo
tiempo que aumentaron la expresion de IL-10 en comparacion con el grupo tratado
solamente con LPS. En la secrecibn de las citocinas no hubo diferencias
significativas con respecto a TNF-a e IL-1B, sin embargo, se logra apreciar una
disminucién significativa de las concentraciones MCP-1 e IL-6, lo que estaria
indicando una posible regulacion y mejora del proceso inflamatorio. El TNF-a y la
IL-1B8 estimulan la produccion de IL-6, que se ha clasificado como una citocina
proinflamatoria y antiinflamatoria. IL-10 actia como una molécula antiinflamatoria
ya que muestra una inhibicion de IL-18 y TNF-a asi como la produccion de
quimiocinas, incluida MCP-1 (Petersen & Pedersen, 2005). Tal vez, por esta razén,
no se encontré un aumento significativo de IL-6 porque los niveles de TNF-a e IL-
18 no fueron los suficientes, ya que su incremento fue inhibido por la IL-10. Los
macrofagos son una fuente importante de IL-10, esta citocina juega un papel
esencial en el control de la inflamacién y la instruccién de respuestas inmunes, es
la clave para limitar la respuesta inflamatoria, los resultados de la expresién génica
nos indican que los triterpenos regulan positivamente los niveles de IL-10 parecidos
a celecoxib, esta podria ser la razén que se observe una disminucién del proceso
inflamatorio tal y como se ha reportado en varios estudios, donde IL-10 regula

negativamente la expresion de citocinas inflamatorias

COX-2 es una enzima critica en muchos procesos fisioldgicos y patologicos,

ademas es un sistema enzimatico importante en la cascada de reacciones
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inflamatorias. Tiene un papel central en las infecciones virales y bacterianas
regulando los niveles de expresion de muchas proteinas séricas (L. Liu et al., 2011).
Esta enzima tiene un gran efecto sobre las citocinas proinflamatorias. La inhibicién
farmacoldgica de COX-2 por celecoxib disminuye los niveles de TNF-a e IL-6 por
una regulacion a la baja de NF-kB (Baghaki et al., 2020).

En la busqueda para dilucidar el mecanismo de accion que pudieran tener estos dos
triterpenos se evalu6 en un modelo in silico el acoplamiento con un sitio alostérico
de inhibicion de COX-2. Se conoce que la actividad de esta enzima se encuentra
ligada con la via de NF-kB por los receptores de prostaglandinas (EP2). La PGE2
activa a su receptor EP2 y este receptor desencadena la via de sefializacion, que
rio abajo activa a NF-kB, por lo que este factor de transcripcion aumenta las
citocinas inflamatorias y que sirven como potencializadores de la expresion de COX-

2, volviéndose una retroalimentacion positiva (Aoki et al., 2017).

Ya que en el modelo de TPA, a-amirina y lupeol disminuyeron la inflamacion y
ademas la expresion y secrecion de citocinas proinflamatorias, COX-2 podria estar
involucrada. El estudio de acoplamiento molecular muestra que a-amirina se une en
la periferia del sitio alostérico comparado con el sitio donde se une el celecoxib. Por
otra parte, el lupeol se une de manera semejante que el celecoxib, sin embargo, no
muestra uniones mediante puentes de hidrégeno, mostrando una posible posicion
inhibitoria diferente, ya que disminuye la expresion de las citocinas proinflamatorias
(Figura 14, 16 y 18).

El andlisis de docking molecular muestra que estos triterpenos no se unen de
manera similar a celecoxib, sin embargo, estos tipos de union podrian ser
adecuados o suficientes para disminuir las citocinas proinflamatorias, tal y como se

muestra en las figuras 4, 5,6y 7.

En el estudio in silico, lupeol se une muy parecido al celecoxib, aunque las AG son
diferentes (- 6.67 Kcal/mol y -10.71 Kcal/mol, respectivamente) y no se une a traves
de los puentes de hidrogeno que muestra este AINE, las interacciones que tiene en
los residuos ASN582, HIS352, GLN193, GLY355, SER354, ALA517, HIS90,
ARG514, PRO515, THR94, HIS357, ASP516 a través de enlaces de van der Waals
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podria ser mas efectiva (Figura 15). Esta otra posicion y tipos de uniones indica que
posiblemente este actuando también de manera inhibitoria, debido a lo que
observamos en los resultados de la inflamacion por TPA, en la disminucion de la
expresion y el ensayo de ELISA de las citocinas proinflamatorias. Los resultados in
vivo muestran que la disminucion del edema en el modelo de TPA, estaria indicando
gue esta teniendo una buena inhibicion de la COX-2, lo cual se asocia con el estudio
in silico. Por otra parte, posiblemente podria actuar inhibiendo NF-kB, lo que se
relacionaria con una regularizacion de PGE2, TNF-a, IL-6 e IL-1B a la baja, lo que
quiere decir que hay una importante atenuacion de la inflamacién, por los que
estudios posteriores sobre la via NF-kB deben ser explorados. Es importante
destacar que el lupeol, mostr6 una disminucion mayor de citocinas comparado con
celecoxib en el modelo in vitro, sugiriendo una posible unién mas adecuada que el
propio celecoxib, que podria estar llevando a cabo un cambio conformacional
inhibitorio de COX-2 mas efectivo y se relaciona con la disminucién de MCP-1, en
conjunto, estos datos indican que lupeol podria estar ejerciendo su mecanismo de
accion al inhibir el reclutamiento de mas células al inhibir la sintesis de

prostaglandinas y tromboxanos que favorecen el proceso inflamatorio.

Dentro del estudio in silico, a-amirina muestra que se une en la periferia del sitio
inhibitorio alostérico de COX-2, por lo cual creemos que su mecanismo de accion
antiinflamatorio no es a través de COX-2, sugiriendo otro mecanismo de accion que
aun queda por elucidar. Hipotetizamos que el lupeol este ejerciendo su efecto
antiinflamatorio a través de la inhibicion de COX-2 y a-amirina pueda estar actuando
a otro nivel aun desconocido, sin descartar que se encuentren involucrados con la
atenuacion de la actividad de COX-2 y NF-kB, ademas de una clara reduccion de
los mediadores inflamatorios como lo son las citocinas antiinflamatorias y el

aumento de IL-10.

Los estudios in vivo, in vitro e in silico por a-amirina y el lupeol nos brindan
informacion importante acerca del mecanismo de accion y de los efectos sinérgicos
gue tienen estos compuestos; no solo una importante inhibicion de la inflamacién

en el modelo de TPA, sino que también una gran posibilidad de inhibicion de las dos
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vias mas importantes de la inflamacion, COX-2 y NF-kB, siendo lupeol el que tiene
mayor efecto en el modelo in vivo mostradoen el ensayo de generacion del edema
por TPA, que su efecto es incluso mayor a la indometacina. Esto finalmente se
asocia directamente con la disminucion de la expresion y secrecion de citocinas pro-
inflamatorias por este ultimo, ademas de una unién muy semejante a celecoxib en

la subunidad alostérica de COX-2.

Encontramos que a-amirina y lupeol previenen la inflamacion local aguda causada
por el TPA en ratones. El efecto de lupeol parece ser el resultado de inhibir la COX-
2 como lo muestra el estudio de docking molecular, por otra parte, queda por avaluar
ambos triterpenos y la posible inhibicibn de NF-kB. Aunado a estos resultados, a-
amirina y lupeol como agonistas de PPAR&/y podrian contribuir a los efectos
antiinflamatorios después de una estimulacion con LPS a macréfagos RAW 264.7.

Nuestros hallazgos del estudio sugieren que a-amirina y lupeol son moléculas
candidatas en el desarrollo de nuevos farmacos en el tratamiento de enfermedades
que cursen procesos inflamatorios, como la diabetes, hipertensién, obesidad,

enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras.

Es necesario conducir hacia futuras investigaciones el efecto de dichos triterpenos
para que sean considerados como candidatos prometedores al desarrollo de
inhibidores selectivos de NF-kB y COX-2.
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12 CONCLUSIONES

1. La administracion de a-amirina y lupeol disminuyen significativamente el

desarrollo del edema provocado por el TPA.

2. El tratamiento con a-amirina y lupeol disminuyen significativamente la
expresion de citocinas proinflamatorias y aumentan la expresion de citocinas

antiinflamatorias.

3. a-amirina y lupeol provocan un descenso significativo en la produccion de

MCP-1 de macréfagos en cultivo.

4. El andlisis de acoplamiento molecular revel6 que lupeol interactia con
aminodacidos caracteristicos del sitio alostérico de COX-2, mientras que a-
amirina mostré6 una interaccion diferente a la que ejercen los AINES

convencionales.

5. a-amirina y lupeol representan una alternativa importante de moléculas multi
blanco, ya que ademas de ser agonistas duales a PPARSs, ejercen efecto
antiinflamatorio, lo cual representa una ventaja terapéutica para

enfermedades metabdlicas con caracter inflamatorio.
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13 PERSPECTIVAS

Esclarecer el mecanismo de accion de estos triterpenos.
Establecer el efecto de los triterpenos sobre la actividad de NF-kB.
Analizar el efecto de los triterpenos sobre la actividad de la COX.

A

Determinar el efecto de los triterpenos en un modelo de obesidad inducida

por dieta.
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y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del

Reglamento de Estudios Superiores de 1la Universidad
Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:

LProbAlL

Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicéd al
interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

PRESIQENTE

DR. ABRAHAM

VOCAL

Fhuongrerglip-

DRA. FENGYANG HUANG

VOCAL SECRETARIO
\ \
DR. FAUSTO SANCHEZ MUNOZ DR. ROdeGO ROMERO NAVA
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