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1. RESUMEN

La respuesta inflamatoria es el mecanismo fisiolégico que responde a cambios en el equilibrio del sistema
como los estimulos dafiinos, y tiene la finalidad de regresarlo al estado basal. Se divide en 3 tipos que
son aguda, crénica y metainflamacion lo que depende de las células que participan. Una de las principales
celulas que participan en todas las formas del proceso inflamatorio es el macréfago (MF). Estos son
celulas mononucleares cuya funcion principal es ser sensores del sistema aunque dependiendo de su
entorno se polarizan hacia diferentes fenotipos, cada uno con sus funciones y marcadores distintos. In
vitro se clasifican en MO a los que se encuentran inactivados, M1 o de activacion clasica a los de perfil
proinflamatorio y M2 o de activacion alternativa a los de perfil inmunoregulador (con su propia division
en M2a, M2b, M2c y M2d). Los MF poseen diferentes tipos de receptores en su membrana con los que
sensan su ambiente, como los receptores de tipo Toll (TLR). Uno de los TLR mas implicados en el
reconocimiento ligandos de patdgenos (como bacterias gran negativas a traves del LPS) y no patdgenos,
es el TLR4. EI TLR4 se une al LPS por lo que activa la MF lo que trae por consecuencia la produccion
de citocinas (tanto proinflamatorios y antiinflamatorios), aumento de la fagocitosis, y la produccion de

especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Desde la antigiiedad, se han buscado posibles remedios para controlar los aspectos negativos de la
inflamacion. Actualmente el manejo farmacoldgico mas comun son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) vy los esteroides. Los primeros sélo contrarrestan las molestias y los segundos suprimen la
inflamacién de manera muy eficiente, sin embargo, ambos casos traen efectos secundarios que
imposibilitan su uso por tiempos prolongados, lo que es un problema para el manejo de enfermedades
cronicas que requieren su uso constante, por lo que buscar en los fitomedicamentos una opcion
terapéutica es una posibilidad de interés. Las cucurbitaceas brindan esta posibilidad, y entre ellas Sechium
edule (chayote). El extracto hidroalcoholico de la raiz de la planta (HA-rSe) es rico en acido cinamico,
acido caféico, acido cumarico y la vitexina, y tiene efecto antiulcerante, antioxidante, antihipertensivo,
antidisfuncion endotelial, antifibrotico y antiesteatético, patologias en las que la inflamacion juega un
papel preponderante, sin embargo, ain no se conoce el proceso mediante el cual suprime e interfiere con
el proceso inflamatorio. Partiendo de esta premisa surge la pregunta de investigacion que rige el presente
trabajo, ¢El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule modifica la actividad fagocitica, la

produccidén de nitritos y citocinas en macrofagos activados por LPS? lo que lleva al objetivo de este




trabajo, que es: Evaluar el extracto hidroalcohdlico de Sechium edule en la modulacion la actividad

fagocitica, produccion de nitritos y citocinas en macréfagos activados por LPS.

Para satisfacer este objetivo se utilizaron macréfagos RAW 264.7 que fueron activados con LPS. Con la
intencion de determinar la concentracion de trabajo, primero se evaluo el efecto toxico tanto de las
concentraciones a evaluar de rSe-HA como de los diferentes tratamientos. Posteriormente se evaluo el
efecto de 5 concentraciones de rSe-HA (0.1875, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pug/ml) sobre la produccion de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Una vez determinada la concentracion de trabajo se evaluo su efecto
sobre la actividad fagocitica, la produccion de Oxido Nitrico (ON) y la produccion de citocinas
(interleucinas 4, 6 y 10 y del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f). Los controles para estos
experimentos fueron células activadas con LPS sin tratamiento o tratadas con dexametasona (84 mM).
Para la realizacion de estos ensayos, las células se cultivaron a 37°C y a 4% de CO», en un inicio por 24
horas para el establecimiento del cultivo y posteriormente se activaron por 4 horas con LPS (100 ng/ml)
y pasado ese tiempo se colocaron los diferentes tratamientos por 12 y 22 horas segun el caso. Al final del
tiempo experimental se cosechd el medio de cultivo para medicién de ON y citocinas, y se utilizaron las
células adheridas para evaluar la actividad fagocitica. Los resultados obtenidos indicaron que ninguno
de los tratamientos eran toxicos para las células. Con base en la produccién de TNF-a se determiné que
la concentracion efectiva (CE) seria de 0.75 pg/ml, que fue tan eficiente como la dexametasona. Esta
concentracion control6 de manera eficiente la fagocitosis y la produccion de NO a las 22 horas sin
embargo ningln tratamiento (dexametasona o rSe-HA) tuvo efecto a las 12 horas. Con respecto a las
citocinas, a las 12 horas el rSe-HA fue eficiente al incrementar la IL-10 y a las 22 horas modulé la

expresion de TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-10, lo que probablemente indique un perfil de tipo M2c.

Los efectos observados se pueden relacionar a que moléculas presentes en el extracto, como como los
acidos grasos (acido hexadecanoico, acido hexadecanoico-metil-éster, metil tetradecanoato y el acido
tetradecanoico-2,3-dihidroxipropil-éster), los acidos hidroxicindmicos (&cido cumarico y caféico), los
terpenos (estigmasterol, escualeno, stigmasta-3,5-dien-7-one y stigmasta-5,22-dien-3-ol), los
flavonoides (vitexina) y fenilpropanoides (acido cindmico) inhiben la activacion de NF-kB como se ha
reportado por diversos autores, mientras que la vitexina y el &cido cindmico también actian sobre las
vias de las MAPK (ERK, p38 y JNK) coadyuvando a la inhibicion de la accion de este factor de
transcripcion, lo que no sélo acttia sobre la produccion de citocinas, sino sobre la produccion de la Oxido
Nitrico Sintasa inducible (iNOS) y la fagocitosis. Moléculas como el acido cindmico, &cido cumarico,

vitexina y acido cafeico también presentes en el extracto, tiene reportes de ser antioxidantes, por lo que




bloquean al ON si es que este se llegara a producir. Por otro lado, la vitexina, se ha reportado que actua

sobre la via de Nrf2 lo que lleva a la produccién de IL-10, que lleva a un ambiente regulador.

Con base en estos resultados se puede decir que el rSe-HA modula la actividad fagocitica, la produccion

de nitritos y lleva el perfil de citocinas hacia un fenotipo inmunoregulador de tipo M2c.




2. INTRODUCCION

2.1 RESPUESTA INFLAMATORIA

2.1.1 DEFINICION

La respuesta inflamatoria es la respuesta fisiologica que responde a los cambios en el equilibrio del
sistema como respuesta a estimulos dafinos [entre los que se encuentran las enfermedades infecciosas,
la presencia de cuerpos extrafos, la isquemia, los traumatismos, las quemaduras, la muerte celular, los
procesos metabdlicos, eventos autoinmunes que producen patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs)]. Esta respuesta se caracteriza por la produccion de mediadores proinflamatorios (entre los
cuales se incluyen citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion, enzimas, factor activador de plaquetas,
eicosanoides, etc.) cuya finalidad es regresar al sistema a su estado normal. La respuesta inflamatoria se
caracteriza por la participacion orquestada de varias moléculas y células entre las que se encuentran los
macrofagos (M0) (1-3).

2.1.2 CLASIFICACION

La respuesta inflamatoria puede dividirse de acuerdo a las células participantes en aguda,

metainflamacion y cronica:

- Respuesta inflamatoria aguda y su fisiopatologia: su funcion principal es eliminar el agente
nocivo y limitar la extensién del dafio, normalmente ocurre a los pocos minutos posteriores a la
produccion del mismo con una duracion de unos cuantos dias (1,4,5). Se divide en 3 fases:

- Inicio. - Ocurre cuando se perturba la homeostasis del sistema en respuesta a algln
estimulo. Los signos por los que se manifiesta son: dolor, rubor, calor, tumor y pérdida de
la funcién. Estos son el resultado de eventos microvasculares, celulares y moleculares
(aumento del flujo sanguineo al area inflamada, vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular con fuga de plasma al tejido dafiado) que culmina en el
reclutamiento y acumulacion de leucocitos, la produccién y liberacion de citocinas
proinflamatorias (como IL-1p, IL-6, IL-18, IL-23 y TNF-a) y quimiocinas (como CCL2
y CXCL8) que atraen y activan a los neutréfilos (6-8).




- Resolucidn. - Implica la reposicion de células y el retorno del tejido a su estado basal con
la degradacion de mediadores proinflamatorios, normalizacion de la permeabilidad
vascular y cese de infiltracion de leucocitos (9).

- Fase posterior a la resolucién. - En esta fase, el tejido afectado desarrolla una inmunidad
adaptativa y pasa a un estado de homeostasis adaptativa por cambios en mediadores
lipidicos, efectos tardios de enzima COX-2 (que fomenta la produccion de
prostaglandinas antiinflamatorias como PGD2 y 15d-PGJ2) ademés del perfil de

macrdfagos que permanece en M2 (6,10).

Metainflamacion y su fisiopatologia: es la activacion inmune que ocurre en ausencia de
estimulos francos que afecta a nivel sistémico a través de inflamacion de bajo grado inducida por
alteraciones metabdlicas como la obesidad, el envejecimiento, la caquexia, la hipertension arterial
sistémica y la diabetes mellitus tipo 2 (11,12). Esta inflamacién de bajo grado es de duracion
cronica, se localiza a nivel sistémico, principalmente en tejidos dependientes de insulina, con
participacion mayor de los MO’s y linfocitos (Thl, Th2, Th17, Th9), activada por DAMPs
metabolicos y no causa dafio a los tejidos (13,14). En la obesidad, el exceso de energia
desencadena una inflamacion crdnica en respuesta a hipoxia en el tejido adiposo, por un
desbalance entre las células (adipocitos y células inmunes) y la matriz extracelular en el tejido,
actuando los acidos grasos (como el acido palmitico que activa la via proinflamatoria JINK) y la
fetuina A (que actia como molécula adaptadora de &cidos grasos para desencadenar la via de
TLR4) (12,15). para promover el reclutamiento de M6’s por adipocinas (como la quimiocina

CCL2) que conlleve al restablecimiento de balance fisioldgico.

Respuesta inflamatoria crénica y su fisiopatologia: Es una condicion anormal, que ocurre por
infecciones no resueltas, persistencia de cuerpos extrafios (rechazo crénico de aloinjertos),
exposicion quimica recurrente o episodios de inflamacién aguda recurrentes, progresivos o no
resueltos adecuadamente (Enfermedades reumatoldgicas, etc.). Esta persiste por semanas, meses
o incluso afos, lo que lleva a la degeneracion de tejidos y/o aparicién de otras patologias (4,5,16).
Se caracteriza por la infiltracion de células mononucleares (como los monocitos y linfocitos),
formacion de neovasos, y aparicion de moléculas de adhesion en la superficie de células
endoteliales que causan adhesién de células mononucleares permitiendo su posterior
extravasacion. Los monocitos al migrar al compartimento extravascular se diferencian en M0’s,

los cuales producen mediadores proinflamatorios (como TGF-B, IL-6, TNF-a) que activan a los




fibroblastos para depositar colageno y activar otros M0’s y linfocitos para liberar mediadores que
perpetla la respuesta inflamatoria, lo que lleva a la formacién de fibrosis (1,7,9). Entre las
citocinas participantes se encuentran IL-6, IL-1a, IL-17, TNF-a e IL-18; mientras que los
linfocitos principales son los Th2, Tyd y B (17-19).

- Células que participan en la inflamacion.

En la tabla 1 se muestran las diferentes células que participan en la respuesta inflamatoria.

Tabla 1. Células que participan en la respuesta inflamatoria

Neutréfilos - Conforman el 60-70% de los glébulos blancos.

- Son las primeras células en llegar al sitio de inflamacion.

- Fagocitan bacterias y otros detritos celulares.

- Mueren por Apoptosis y desaparecen a las 24-48 horas tras llegar al

sitio de inflamacion.

Eosinofilos - Representan 2-3% de los globulos blancos.

- Llegan al sitio de inflamacion 2-3 horas después de los neutréfilos.

- Participan en las reacciones alérgicas por liberacién de mediadores
especificos.

Basofilos - Menos del 1% de los leucocitos circulantes.
- Participan en reacciones inflamatorias como las reacciones alérgicas

al contener entre sus granulos histamina.

Monocitos - Constituyen de 3-8% del total de leucocitos.

- Semivida cercana a las 24 horas, tras lo cual migran a la zona de
lesion.

- Producen mediadores vasoactivos (como prostaglandinas vy
leucotrienos), factor activador de plaquetas (PAF), citocinas
inflamatorias (como las interleucinas) y factores de crecimiento [factor
de crecimiento transformante beta (TNF-) por ejemplo] que fomentan
la regeneracion de tejidos.

- Los macréfagos tienen capacidad fagocitica y son activos en la
destruccion de patdgenos mediante el reconocimiento de diversos

patrones [por ejemplo: patrones moleculares asociados a patégenos




como el lipopolisacarido (LPS), RNA de doble hélice (como en los

virus), manoproteinas (como en los hongos)].

Linfocitos

- Son los leucocitos mas pequefos.

- Participan en la inflamacién mediada por mecanismos tanto
inmunitarios (agentes infecciosos) como no inmunitarios (lesion y
muerte celular programada).

- Se dividen en 2 categorias mayores:

T (CD4 y CD8) y B, los cuales migran de los érganos linfoides a la
zona de inflamacion para ejercer sus funciones efectoras actuando en
conjunto con los macréfagos; En los 6rganos linfoides reciben sefiales
durante la presentacion de antigeno, que los activa para migrar hacia
los sitios de inflamacidn. Los linfocitdos T CD4, liberan citocinas que
orquestan la respuesta inmune, mientras que los linfocitos T CDS8,
ejercen funciones citotoxicas sobre las células infectadas o dafadas.
Las células plasmaticas se desarrollan a partir de linfocitos B activados
y producen anticuerpos dirigidos contra antigenos persistentes en el

sitio de inflamacion y componentes alterados del tejido.

Macrofagos

- Actlian como sensores de la homeostasis del sistema y participan en
su mantenimiento.

- Promueven la eritropoyesis.

- Eliminan las sinapsis neuronales inmaduras o defectuosas.

- Median el metabolismo de lipidos en surfactante.

- Actuan como sensibilizadores a la insulina mediante la IL-10.

- Fagocitan eritrocitos viejos o dafiados y los digieren para extraer el
grupo hemo, asi como células dafiadas

- Tienen propiedades microbicidas para patégenos intracelulares.

- Participan en la regeneracion de tejidos.

- Inducen lipdlisis en la grasa blanca y termogénesis en la grasa magra.

Mastocitos

- Se desarrollan hasta llegar a la circulacion y se alojan en los tejidos.
- Su activacion induce liberacion de contenido granular (histamina,
proteasas, citocinas como TNF-o e IL-6), sintesis de mediadores

lipidicos derivados de los precursores de la membrana celular




(metabolitos &cido araquidonico como prostaglandinas y PAF) y
estimulacion de la sintesis de citocinas y quimiocinas en otras células

inflamatorias (como los monocitos y los macrofagos).

Plaquetas - Pequefios discos con envoltura membranosa que circulan en la sangre
con un papel activo en la hemostasia.

- Al activarse (por una variedad de factores como PAF, ADP y
trombina (la cual es activada cuando se activa la cascada de

coagulacion) liberan mediadores inflamatorios, como el TGF-f.

Células endoteliales - Forman el recubrimiento epitelial de los vasos sanguineos.

- Producen agentes antiplaquetarios y antitrombdticos (los cuales
mantienen la  permeabilidad vascular), vasodilatadores vy
vasoconstrictores (los cuales regulan el flujo sanguineo).

- Conforman una barrera de permeabilidad selectiva (regulan la
extravasacion de leucocitos mediante moléculas de adhesion).

- Regulacion y modulacion de las respuestas inmunitarias mediante la
secrecion de mediadores de la inflamacién (como por ejemplo:
factores estimulantes de colonias, quimiocinas, citocinas,
eicosanoides, etc.).

- Participan en el proceso de reparacién (mediante la produccién de

factores de crecimiento que estimulan la angiogénesis).

2.2 MACROFAGOS

2.2.1 ORIGEN

Su nombre deriva del griego "grandes comedores” (makros- grande y phagos- comer) (7). Su ontogenia
inicia en la hematopoyesis, en la médula dsea las células madre hematopoyética mieloides se diferencian
en premonocitos, los cuales siguen dos caminos: 1) migran al saco vitelino, de donde migra y continda
el proceso en el higado fetal y posteriormente migran a los tejidos especificos donde se diferencian a
macrofagos residentes, y 2) permanecen diferenciados como monocitos en la médula dsea y
posteriormente entran a la circulacion donde permanecen (con una vida media de 72 horas) hasta recibir

un estimulo inflamatorio para su reclutamiento y diferenciacion en M0’s (20). Dependiendo del sitio




donde se encuentran se denominan los distintos M8’s residentes: los alveolares, esplénicos, células de

Kupffer, células microgliales, y células mesangiales entre otros (21,22).

2.2.2 RECEPTORES

Parte de la actividad de los M8’s es distinguir entre las moléculas que son "propias" y las que no lo son;
por ello cuentan con numerosos receptores los cuales se encargan de mantener dicha funcion, entre los
cuales se incluyen los receptores de reconocimiento de patdgenos [los cuales estan ubicados tanto en la
superficie celular y en el entorno intracelular que pueden reconocer una serie de moléculas llamadas
Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos (PAMP), (PRR)], receptores del complemento [por
ejemplo CR1, CR3 y CR4, (CR)], receptores Fc (FcR), receptores de manosa (los cuales detectan

residuos de monosacaridos en membranas bacterianas y fungicas) (7,23).

La clase principal de PRR son los TLR ubicados tanto en la membrana celular (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR6 y TLR10) como en membranas intracelulares (localizados en endosomas o lisosomas
(TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11y TLR13). Estos permiten reconocer PAMP’s que incluyen residuos
de lipidos y carbohidratos de bacterias Gram-positivas (TLR1, TLR2 y TLR6), LPS de bacterias
gramnegativas (TLR4), patdgenos fangicos (TLR2), proteinas bacterianas como flagelina y profilina
(TLR5 y TLR11), &cido nucleico y sus derivados (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9), RNA de doble hebra
(TLR3), compuestos antivirales sintéticos y analogos de nucle6tidos guanina (TLR8), y DNA que
contiene motivos CpG no metilados abundantes en DNA bacteriano (TLR9) (7,21,24). Los TLR también
pueden formar heterodimeros o formar complejos con moléculas accesorias (como la proteina de union
a LPS y CD14 en el caso de TLR4) (20). El reconocimiento de patdégenos independiente de TLR es
especialmente importante para el reconocimiento intracelular de patégenos y puede ocurrir a través de
los receptores similares al dominio de oligomerizacion de ligando unién a nucleotidos (NOD), o helicasas
similares al gen | inducible por &cido retinoico (RIG-1) lo que activa las vias de MyD88 y TRIF
principalmente (7,20,25).

En la tabla 2 se muestran otros tipos de receptores de M0’s.

Tabla 2. Receptores de los macrofagos.

NLR (receptores tipo NOD) % Son de expresion intracelular.




0,
%

4

L)

*

Los principales son NOD1 y NOD2.

Son receptores de peptidoglicano: D-g-glutamil-meso-
DAP para NOD1 y muramil dipéptido para NOD2.
Activan NF-kB por reclutamiento y activacion de RIP2,
lo que activa el complejo IkB.

ASC es una proteina adaptadora que recluta caspasa-1.

RLR (receptores tipo RIG)

R
%

Son sensores de infeccion viral.

Los principales son gen 1 inducible de &cido retinoico
(RIG-1) y gen asociado a diferenciacion de melanoma
(MDA\) los cuales detectan dsRNA.

Activan NF-kB e IRF3 resultando en la expresion de

citocinas proinflamatorias e interferones tipo 1 (IFNa e

IFNB).

SR (receptores de basura)

Reconocen PRR tanto opsonizantes como no
opsonizantes, incluyendo SR-A (SR-Al, SR-All,
MARCO), SR-B (CD36, SR-BI, Croquemort, CD163),
SR-C (dsR-Cl) y SR-E (LOX-1). Asi como SR-A (SR-
CL1 basado en expresion de dominios de lectina) y SR-

D (macrosialina).

CLR (receptores de lectina tipo
C)

R/
%*

2
£ X4

2
£ X4

Reconocen carbohidratos.

Sefializan mediante ITAM o adaptadores de soporte de
ITAM como FcyR; estos ultimos sefializan via
syk/CARD?9, lo que resulta en la activacion de NF-kB.

Incluyen a Dectina-1 (que responde a (-glucanos de la
pared celular micotica desencadenando la fagocitosis, el
estallido respiratorio, la activacion de inflamasomas, la
produccién de citocinas, la polarizacion de respuestas
por Thly Th17; actuando de forma cruzada con TLR2 y
otros TLR de MyD88), Dectina-2 y Mincle (ambos
reconociendo a-mananosa fangica con la asociacion de

Dectina-2 a induccién de Th17 y reconocimiento innato).
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Siglecs (lectinas similares a < Son miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas

ligando de acido sialico) que reconocen glicoconjugados sialilados.

« Hay 13 familias en humanos. Activadores 1 (CD169), 2
(CD22) y 4. Supresores 3 (CD33), 5 (CD170),11y 14 a
16 (sieglecs similares a CD33).

% Los supresores actian mediante motivos inhibitorios

L)

basados en inmunoreceptor tirosina (ITIM) en el
citoplasma los cuales reclutan enzimas fosfatasas SHIP,
SHP-1 y SHP-2 que resultan en el antagonismo de la

activacion dependiente de ITAM.

FcyR % Traducen la sefial mediante ITAM (activacion por
FcyRIlla, FcyRl y FcyRlla) o ITIM (supresion por
FcyRIIb).

« Enmacrdfagos se encuentran FcyR1 (CD64) que liga IgG
monomeérica y los receptores de baja afinidad FcyRII
(CD32) y FcyRIIIl (CD16) los cuales ligan complejos
inmunes de IgG. FcyRIlla induce la expresion y

secrecion de TNF-a.

Otros

2
£ X4

CD200R que interactia con CD200, glicoproteina de
superficie celular que contiene dominios similares a Ig,
suprime expresion de TNF-a, IL-1p, MMP13 e IL-10.

2
£ X4

CD172a que interactia con CD47 y causa supresion de
MF al interactuar con SHP1 y SHP2 suprimiendo IL-12
pero no TNF-a, IL-1 e IL-6.

2.2.3 MORFOLOGIA'Y CLASIFICACION

Los M0’s se caracterizan por su gran tamafio (aproximadamente 5-50 um de diametro), poseen forma
irregular y son mononucleares. Su citoplasma es abundante y contiene granulos azurofilos de hasta 2 um,
que contienen el coctel quimico necesario para matar y digerir a los patdgenos invasores (20,21). In vitro

se les denomina MO a los M@’s inactivados y de acuerdo a las condiciones en las que se encuentran, sus

11



marcadores de membrana y las citocinas que se producen se polarizan a 2 tipos: M1y M2 (incluyendo

sus subtipos); aunque in vivo se han observado otras poblaciones (23,26,27).

En la tabla 3 se muestran los diferentes fenotipos de M8’s y sus funciones principales.

Tabla 3. Diferentes fenotipos de macrofagos.

Macrdéfago Funciones principales In vitro In vivo
MO Potencial para polarizacion. X

M1 Actividad proinflamatoria. X X

M2 Participan en la inmunomodulacion. X X

M2a Involucrados en la inflamacién alérgica, | x X

eliminacién de parasitos, reparacion de tejidos.

M2b Involucrados en el estrés oxidativo, eferocitosis. X X

M2c Involucrados en la respuesta antiinflamatoria, | x X

remodelacion de tejidos, deposicion de matriz.

M2d Involucrados en la angiogénesis, respuesta anti y | x X

proinflamatoria.

M3 Relacionados con el cambio entre respuestas M1y X
M2.
Mox Capaces de realizar una fagocitosis méas débil pero X

con actividad proaterogénica.

M4 Involucrados en la respuesta proinflamatoria, X

estrés oxidativo, fagocitosis baja y reparacion de

tejidos.
Mhem Ateroprotectores. X
Cst3hi Involucrados en la respuesta inflamatoria, X

presentacion de antigenos y procesamiento,
desgranulacion  de  neutrofilos, endocitosis,
proteosoma, migracion de células musculares,
activacion de linfocitos, catabolismo de
carbohidratos, catabolismo activo de

glicofosfolipidos.

12



M17 De actividad proinflamatoria. X

Mreg Participantes en la regulacion de la respuesta por X

Treg y la respuesta antiinflamatoria.

TremM Participan en la desgranulacion de neutrofilos, X
activacion de leucocitos mieloides, respuesta a
lipoproteinas, catabolismo de lipidos,
diferenciacion de osteoclastos, desarrollo de
vasculatura, respuesta a ROS, mantenimiento de

locomocioén.

Fscn1™ Participan en la presentacion y procesamiento de X
antigenos,  desgranulacion  de  neutrofilos,
apoptosis, sefializacion NF-xB, organizacion de
actina en citoesqueleto, regulacion positiva de
actividad de hidrolasas.

2.2.3.1 MACROFAGOS M1

Estos M6’s, también conocidos como M6’s activados clasicamente, son la primera linea de defensa
contra patdgenos y se encargan de desencadenar la respuesta inflamatoria lo que incluye la produccion
de reactivos microbicidas y de moléculas proinflamatorias (entre ellas incluido el TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
12 e 1L-23), ademas de estar involucrados en la respuesta de las células T colaboradoras 1 (Thl) a las
infecciones (28,29,30). También se encargan de producir INF-y que controla la expresion de genes que
codifican para receptores de citocinas, marcadores de activacion celular y moléculas de adhesion celular;
ademas de la produccién de reactivos microbicidas y tumoricidas, como 6xido nitrico (NO) y ROS
(23,28,29).

2.2.3.1.1 ACTIVACION

Es la polarizacion de MO a M1, y es el resultado de la unién de un ligando al receptor (como el LPS o
citocinas como TNF-a, GM-CSF e IFN-y) (26,30). Tras su activacion expresan en su superficie: B7,
B7.1, MCP3, IP-10, CD16, CD32, CD62, CD127, CTLAS8, CD38, Gprl8, Fpr2, WNTA 5A, GPD2,
CD120b, TLR2, SLAMF7y se encargan de la produccion de CXCL8, CCL5, CCL2, INF-y, TNF-a, INF-
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B, iNOS, IL-1p, IL-6, IL-12, 1L-18 e IL-23 (31). Entre sus funciones estan la produccién de citocinas
proinflamatorias, la fagocitosis, la produccién de especies reactivas de oxigeno, y fomentan la
adipogénesis con la edad, ademés de encontrarse aumentados en la obesidad (32).

2.2.3.1.1.1 LIPOPOLISACARIDO

El LPS es uno de los glicolipidos mas inmunoestimuladores que constituyen la membrana externa de las
bacterias Gram negativas (estimando que se encuentra en una cantidad de 3.5 x 10° moléculas por
bacteria) (33,34). Se compone de 3 regiones: el glucolipido A, un heteropolisacarido conocido como core
(el cual se divide en interno y externo) y el antigeno O (regidn sacarida adicional que es un polimero de
1-8 residuos glicolipidos que varian entre especies bacterianas) (33,35). El LPS activa pobremente la
inmunidad innata, por lo que requiere a la proteina de unién a LPS (LBP) para formar un complejo de
alta afinidad con la fraccion de lipido A del LPS (Fig 1), el cual es identificado por CD14 que ayuda a
que el LPS sea transferido al complejo compuesto por dimeros de TLR4 y de la proteina MD2 (33,35,36).
TLR4 es una proteina receptora transmembrana de tipo | que comprende una region citosolica
conservada, denominada dominio Toll-IL-1R (TIR), que es caracteristica de la superfamilia del receptor
de IL-1/TLR y pertenece a un subgrupo caracterizado por repeticiones ricas en leucina dentro de su
dominio extracelular (35,37). Mientras que la proteina MD2 esté asociada con el dominio extracelular
de TLR4 y es necesaria para el reconocimiento del LPS (35,37). La interaccion entre LPS y el complejo
del receptor TLR4/MD2 desencadena una oligomerizacion de TLR4 y la posterior activaciéon de la
sefializacion a través del dominio TIR citoplasmatico de TLR4 (33,34,36). La cual estd mediada en gran
medida por el reclutamiento de proteinas adaptadoras (como el factor de diferenciacion mieloide 88,
MyD88), la proteina tipo adaptadora MyD88 (MAL), la molécula adaptadora que contiene TIR (TRIF)
y la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) que implican la activacion de la via IkB / NF-
kB, asi como de los miembros p38MAPK vy c-jun N terminal cinasa (JNK) de la familia de proteinas

cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) (35-37).
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Figura 1. Reconocimiento de LPS por TLR4. LBP se une a LPS de las bacterias Gram negativas y lo lleva a una molécula de CD14 que
pueda encontrarse en forma soluble o anclada a membrana. CD14 transfiere LPS al dominio del complejo TLR4/MD2, lo que lleva a la
homodimerizacion de TLR4. Este cambio en la conformacion lleva a la dimerizacidn del dominio citoplasmatico TIR que provee un sitio
de unién para MyD88. Esta union activa la sefializacion por NF-xB y MAPK, lo que causa la transcripcion de citocinas proinflamatorias.
La endocitosis del complejo TLR4/MD2 lleva también a activar la via de TRIF, que se encarga de mediar la activacién de IRF3 'y con ello
la produccién de interferones tipo 1 (Tomado de 37).

Ademas de las sefiales tempranas dependientes de MyD88, TLR4 desencadena una transduccion de
sefiales dependiente de TRIF e independiente de MyD88, retardada a través de la activacion de la cinasa
de unidn al activador de NF-xB 1 (TBK1) asociada a un miembro de la familia TRAF del factor de
respuesta de IFN 3 (IRF3) y la activacién tardia de NF-xB (34-36). Esta parte retrasada de la sefializacion
de TLR4 requiere la internalizacién de TLR4 dependiente de dinamina y el reclutamiento posterior de
TRAM que inicia vias dependientes de TRIF que permiten a TLR4 desencadenar la liberacion de
interferones de tipo I (33,35,36).

Después de la activacion de TLR4, MAL/MyD88 y TRAM/TRIF median la activacion temprana de los
miembros de la familia MAPK: p38MAPK, ERK1/2 y JNK, mientras que la activacion tardia de estas
cinasas es dependiente de TRAM/TRIF (33,34,36,37). Esta activacion de ERK1/2 implica ademas la
activacion de Tpl2, que se ha demostrado que es un requisito previo para el transporte del transcrito de
TNF-a desde el ntcleo al citoplasma y, por lo tanto, es esencial para su produccion (35-37). TNF-a es
la primera citocina que se produce y desencadena el proceso de activacién y produccion de las demas
citocinas (38) (Figura 2).
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Figura 2. Via de sefializacion de TLR4 activada por LPS. Tras la interaccion entre LPS y la proteina LBP, CD14 lleva al polisacérido a
interactuar con TLR4 lo que lleva a la formacién de homodimeros por MD2, esto activa TIRAP y de ahi puede seguir la via de
MyD88/IRAKS o ser endocitado y seguir la via de TRIF. La via de IRAKs activa TRAF6 el cual se encarga de activar TAK1 e IKKs, siendo
TAK1 el encargado de activar p38 (que activa CREB para la produccion de IL-10) y ERK/INK que activan AP-1; mientras que IKKs
mediante la fosforilacion de 1kB se permite la homodimerizacion y translocacion al ndcleo de NF-kB. Tanto NFkB como AP-1 transcriben
moléculas de potencial proinflamatorio como TNF-a, IL-6, COX-2 e iNOS; ademas de NF-kB participar en la produccion de NLRP3 (que
participa en la piroptosis por el inflamasoma), pro-1L-18 y pro-IL-1b. La via de TRIF puede de la misma forma llevar a la activacion de
TRAF6 0 mediante TRAF3 activar IKKe y TBK1 para la formacion de IRF7 e IRF3 que trasloca al ntcleo para la formacion de interferones

de tipo 1, y la quimiocina CCL5/RANTES. En este caso el endosoma posteriormente es degradado por lisosomas. (Tomado de 39).

El LPS regula la estabilidad de la transcripcion de TNF-a e IL-10 a traves de la activacion de la via
p38MAPK/MKZ2, que ademas involucra la union de elementos ricos en AU, la proteina de dedo de zinc
CCCH Tristetratprolina (TTP) y bloquea la descomposicion del mRNA dirigida por TTP inhibiendo el
reclutamiento de la deadenilasa Factor 1 Asociado a CCR4 (CAF1) (32,33). La via p38MAPK/MK2 no
solo influye en la afinidad de TTP hacia sus MRNA diana y la posterior degradacion del RNA, sino que

también controla la expresion de mRNA y proteina de TTP (32-34).

2.2.3.1.2 CITOCINAS
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TNF-a.- Esta citocina se produce cuando un estimulo (como el LPS en este caso) activa a su
receptor. El estimulo culmina con la translocacion al ndcleo de NF-kB y AP-1, que son los
factores de transcripcion necesarios para la transcripcion del gen que codifica para la citocina
(40-43). Esta citocina es de las primeras en producirse por este tipo de estimulo y media sus
actividades bioldgicas a través de sus receptores (TNF-R1 y TNF-R2) (40-43). TNFR1 activa la
estimulacion de la expresion de genes proinflamatorios (regulados por NF-xB y AP-1) por lo que
coordina la expresion de otras citocinas lo que se potencia el estado proinflamatorio (40-43)
(Figura 3). Otras actividades que realiza son: toxicidad celular, defensa del huésped contra
patdgenos intracelulares, activacion de células endoteliales, produccion de inmunoglobulinas,
proliferacion de células B, activacion de células T, estimulacion de células naturalmente asesinas,

fiebre, edema, aumento en la produccion de ROS, y facilitacion de la adhesion de leucocitos (40-
42).
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Figura 3. Vias de sefializacion de TNF-a. La union de TNF-a con su receptor lleva a la activacion de IKK-B que lleva a que se
fosforile 1K-Ba en los residuos serina S32 y S36 causando su poliubiquitinacion y degradacion. Con ello el heterodimero de NF-

kB p50/p65 puede translocar libremente al nlcleo al fosforilarse y activar los genes para la produccion de moléculas inflamatorias
(Tomado de 44).
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- IL6.- Esta citocina también es producto de la activacion de NF-kB y AP-1 pero en menor
proporcion que TNF-a y al mismo tiempo su produccién es mediada por la de TNF-a. El receptor
de esta citocina esta unido a dos dimeros de GP130 que son los encargados de transducir la sefial
cuando el ligando se une a su receptor (45-47). Cuando esto sucede de activan diversas enzimas
(Fig 4 B) que culminan en la fosforilacion de STAT3 que se dimeriza y entra al nicleo
permitiendo la expresion de genes como SOCs, TIMP1, APPs, Piml, c-Myc, y moléculas
proinflamatorias (45-47). Lo que se manifiesta en la produccion de proteinas de fase aguda, de
IL-4, proliferacion de células Thl y Th2, supresion de la diferenciacion de Treg inducida por
TGF-B, expresion y produccién de quimiocinas en células endoteliales, estimulacion de sintesis
de col&geno y expresion de proteinas proinflamatorias como COX-2 (45-47) (Figura 4).
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Figura 4. Vias de produccion y sefializacion de I1L-6. a) Tras la activacion de TLR4 , se activa la via de MyD88 que lleva a la activacion
de via de IKK que a su vez activa a NF-kB. Tras su activacion, este Ultimo se transloca al nicleo donde al unirse al DNA permiten el
aumento de expresion de genes que codifican a proteinas proinflamatorias como IL-6. b) Tras la unién de IL-6 con su receptor IL-6Ra, se
activan las GP130 que activan a las JAK y estas fosforilan STAT3, lo que permite formacion de homodimeros y con ello su translocacion
al nucleo. Al fosforilarse JAK, también se activan vias como PI3K que lleva a la activacion de NF-kB y esta fomenta la produccion de
citocinas proinflamatorias. JAK también activa SHC2 que lleva a la fosforilacion de ERK y este transloca al nicleo donde también codifica

para proteinas proinflamatorias. (Tomado de 45-47).

2.2.3.1.3 ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO Y OXIGENO
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Las especies reactivas de nitrogeno (RNS) como el NO, el didxido de nitrégeno (NO2) y el peroxinitrito
(ONOOQ") participan tanto en la inflamacién como en la defensa del huésped contra los microbios al dafiar
componentes intracelulares y su produccion requiere la activacion de la enzima Sintasa de Oxido Nitrico
(NOS) (7,48,49). De ella hay 3 isoformas la endotelial (eNOS), la neuronal (nNOS) y la inducible (iNOS)

que es la més importante en procesos inflamatorios (49,50).

Estas enzimas sintetizan NO a través de la conversion de L-arginina, NADPH y O2 a L-citrulina, NADP+
y NO (50). La actividad de iINOS es controlada por la disponibilidad de L-arginina y la
tetrahidroxibiopterina (BH4) (50) (Figura 5). Entre sus efectos estdn una amplia variedad de actividades
inmunitarias, incluida la sefalizacién celular (tanto intracelular como extracelular), la destruccién de
tumores y la accion antimicrobiana, ademas de la modulacion del reclutamiento de neutrofilos en los
sitios de inflamacion y puede interactuar con el anion superoxido para generar peroxinitrito el cual no es
tan reactivo como el anion superéxido y entre sus funciones esta la inactivacién de enzimas como
glutation reductasa, tirosina hidroxilasa, superdxido manganeso dismutasa Yy activacion de otras como

la ciclooxigenasa (20,49,50).

Por otro lado, durante el estallido respiratorio se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que son
derivados inestables, reactivos y reducidos parcialmente de oxigeno, los cuales incluyen peréxido de
hidrégeno (H20.), ion superoxido (O2) y radical hidroxilo (OH") (7,48,51). Se generan mediante la
actividad de las enzimas oxidasas de Nicotinamida-Adenina Dinucle6tido Fosfato (NADPH)
transmembranal (NOX), durante la oxidacién de lipidos, de las ciclooxigenasas y de la Cadena de
Transporte de Electrones mitocondrial (ETC) en respuesta a estimulos extracelulares (como factores de
crecimiento y citocinas) y entre los efectos que causan destacan la activacion de inflamacién (por si
mismos o por dafio celular), la eliminacién de patégenos, la formacién de trampas extracelulares de
neutrofilos (NETS) y participan en la actividad fagocitica de los M6’s (48,52,53). La NADPH oxidasa
se ensambla en la membrana plasmaética y membranas de vesiculas intracelulares y se encarga de
transferir electrones al oxigeno molecular para generar el anion superéxido (53). También al activarse la
NADPH oxidasa se suprime la actividad de NF-kB, la transcripcion de citocinas proinflamatorias y la

polarizacion a M1 (53).
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Antimicrobial species generated from oxygen and nitrogen
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Figura 5. Generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. En el citoplasma de los neutréfilos, macréfagos y células dendriticas,
la enzima fagosoma NADPH oxidasa se encarga de transformar el oxigeno en anion superdxido, el cual mediante la enzima superdxido
dismutasa se transforma en peréxido de hidrégeno. En este punto por accion de la enzima mieloperoxidasa, el perdxido de hidroégeno con
la adicion de un ion cloruro y la pérdida de radical hidroxilo se vuelve acido hipocloroso. El anién superéxido también puede reaccionar
con el 6xido nitrico para formar peroxinitrito. El éxido nitrico es producido por la enzima sintasa inducible de 6xido nitrico desde L-arginina

con la produccién de L-citrulina (Tomado de 20).

2.2.3.1.4 FAGOCITOSIS

La fagocitosis, es la capacidad de una célula de englobar particulas extracelulares y es uno de los
pardmetros que caracterizan a la activacion de los macréfagos (primer mecanismo de defensa de la
respuesta inmune) (54). La fagocitosis comprende varias etapas: quimiotaxis, adhesion, endocitosis,
incremento del metabolismo celular, formacidn del fagosoma, formacion del fagolisosoma, acidificacidn
del fagolisosoma, formacion de ROS y RNS, activacion de hidrolasas lisosomales y exocitosis (55)
(Figura 6, panel a). En macrdfagos, la activacion de NF-kB y AP-1, ademas de incrementar la produccion
de interleucinas inflamatorias y con ello estimular una mayor actividad fagocitica, participa el primero
en conjunto con Bcl10 en el aumento de expresion de receptores entre ellos el receptor para la fraccion
constante de las Inmunoglobulinas (FcR) (56, 57). Al mismo tiempo, al activarse la viade MAPK y PI3K

se fomenta la polimerizacion de actina, lo cual facilita la endocitosis (58) (Figura 6, panel b).
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Actin polymerization

Figura 6. Fases de la fagocitosis y rol de la via de TLR4. a) En la imagen se muestran las principales fases de la fagocitosis: quimiotaxis,
adherencia del microorganismo al macréfago, endocitosis, formacion del fagosoma, formacion del fagolisosoma y exocitosis (146). b) Una
vez que se activa la via de TLR4, se activan las vias de MAPK y PI3K que entre sus efectos incrementan la capacidad de polimerizacion
de actina, lo que permite facilitar la endocitosis (Tomado de 58).

2.2.2.2 MACROFAGOS M2

También llamados M6’s activados alternativamente (inducidos por estimulos como IL-4, IL-10, IL-13 0
inmunocomplejos) se encargan de regular la respuesta inflamatoria (29,59,60). Entre su actividad estan
la promocion de fibrosis, eliminacion de parasitos, resolucion de la inflamacién, remodelacion tisular,
actividad fagocitica (32,61).

2.2.2.2.1 FENOTIPOS DE M2

Se dividen en subtipos M2a, M2b, M2c y M2d en funcion de los estimulos aplicados y los cambios
transcripcionales. Tienen caracteristicas comunes como niveles altos de produccion de IL-10, bajos de
IL-12, y la generacion de Arginasa-1 (Arg-1), la cual compite con iNOS por la L-arginina y reduce la
produccién de NO (20,29,59). La polarizacion de M2a es estimulada por IL-4 e IL-13: los macréfagos

M2b son activados por complejos inmunes mas ligandos de los TLR o IL-1B; los macréfagos M2c son
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estimulados por IL-10 y TGF-B; y la polarizacion en M2d es inducida por IL-6 y adenosina (7,29,59)
(Figura 7).

Type 1 Inflammation
Phagocytosis

TNFa
IL1B , @ g
IL-6 ® A
IL-10%%1L-12M

- -

% TGFE™N
7 IL-1RA '\,
! IL-10MAL-120% AN
) (! cD163 \
Type 2 Inflammation 1| CD206 00
Phagocytosis ‘\ \CD209
\

o. TGFB
A

Q.A TNFa
IL-10*71L-12*

~A

Tissue Remodeling
Similar to TAM

' coss
\ MHC-I
\

v - M2b
vVt

\ f .y IL6
L IL10YILA2e S IL-10ML-120w 2
\ ¢ N
\_ GDMHBC ’ \\ControIHBC %
N S b ’ ~ % _- 7’
Antigen Presentation Tissue Remodeling
Th2 Activation Regulatory MO

Regulatory MO

Figura 7. Espectro de polarizacion de macrofagos humanos. A pesar de haber varios estados intermedios, clasicamente se dividen en 2
categorias: M1 (de activacion clésicay perfil inflamatorio) y M2 (de activacién alternativa y perfil antiinflamatorio). Dentro de este espectro
se ha dividido a los M2 en fenotipos M2a, M2b, M2c y M2d.Siendo cada uno inducido por ciertas citocinas, teniendo cada uno diferentes

marcadores de superficie, con liberacion distinta de citocinas y con diferente funcionalidad (Tomado de 62).

2.2.2.2.2 CITOCINAS

- INTERLEUCINA-4.- Es una citocina producida por M0’s M2a y otras células, tanto de forma
basal como por accién de la misma citocina mediante retroalimentacion positiva por el factor de
transcripcion AP-1 (63-68). Tras la activacion por TLRs, mediante la via de MyD88, se activan
NF-kB y AP-1 que fomentan la produccion de IL-4. Al mismo tiempo IL-4 es producida por
retroalimentacion de la misma citocina que al unirse a su receptor, activa las vias de JAK que

fosforilan a STAT6 permitiendo su traslocacion al nicleo y con ello polarizacion al fenotipo M2a
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(61,63,65-69) (Figura 8). Otro mecanismo es la activacion de NFAT por calcineurina (Figura 8).
NFAT, en su via de activacion, se transloca al nucleo y junto con AP-1 que viene de la via de
PKC/RAC/RAS ayudan a la transcripcién del gen para IL-4 (63,65-69).
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Figura 8. Via de produccion y sefializacion de IL-4. IL-4 al unirse a su receptor o al unirse TLR con su ligando, se activan las vias de
JAK que fosforilan STAT3 y STATS, los cuales al activarse translocan al ncleo donde fomentan tanto la expresion de IL-4 que funciona
como retroalimentacion positiva como la polarizacion del macréfago a perfil M2a. Otra via es mediante la activaciéon de MyD88 se produce
la activacion de TRAF6/IRAK1/IRAK4 que activa NF-kB y la via de MAPK (JNK, ERK, p38) que activan AP-1. Ambos factores de
transcripcion al activarse translocan al nicleo y participan en la produccién de IL-4. Otra via de produccién de esta citocina es de manera
basal por activacion de NFAT por Calmodulina, la cual requiere del calcio intracelular que es transportado por canales iénicos y bombas
constitutivas de la célula. (65-68).

- INTERLEUCINA-10.- Esta citocina es producida como parte de la respuesta a la activacion de
TLR4 por las vias de ERK1/2 y p38 que activan al factor de transcripcion CREB, y a su vez esta
citocina estimula su propia produccion por retroalimentacion positiva por el receptor de I1L-10
que activa JAKs y estas al factor de transcripcion STAT3 que lleva a producir moléculas
inflamatorias, entre ellas 1L-10 (70-72). Ademas, al translocar STAT3 al nucleo activa genes
efectores encargados de la represion de genes proinflamatorios a nivel de transcripcion y fomenta
la polarizacion al perfil M2c (70-72). Entre sus efectos esta el inhibir funciones de los M0’s
clasicos, incluida la sintesis de citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a, la produccion de
NO, la expresion de MHC de clase Il y moléculas coestimuladoras como CD80/CD86 (7,20,73).
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Se produce principalmente mediante MAPK, ERK 1/2, p38, MSK1 y factores de transcripcion
como CREB, NF-kB, C/EBPB, C/EBPS y Nrf2 (74-76). La via de sefializacion de IL-10 mejor
caracterizada es el sistema Jak/STAT, en la cual la interaccion IL-10/IL-10R involucra a las
tirosina cinasas de la familia Jak (Jak 1 y Tyk2, que estan asociadas con IL-10R1 e IL-10R2,
respectivamente) (7,73). Esta citocina induce la fosforilacion de tirosina y la activacion de los
factores de transcripcion latentes STAT3, STATL lo que regula al alza la expresién de SOC3
previniendo la translocacion nuclear de NF-kB y fosforilacion de ERK 1/2 (20,73,76) (Figura 9).
Los efectos inhibidores de IL-10 sobre IL-1B y la produccién de TNF-a son cruciales para su

actividad antiinflamatoria, ya que estas citocinas a menudo tienen actividades sinérgicas en vias

y procesos inflamatorios y amplifican estas respuestas al inducir mediadores secundarios como
quimiocinas (MCP 1, MCP-5, MIP-1a, MIP-1B, MIP-30, MIP-33, RANTES, MDC),
prostaglandinas y PAF(20,73).
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Figura 9. Via de produccion y sefializacion de 1L-10/IL-10R. a) Tras la unién de TLR4 con su ligando, la via de MyD88 lleva a la
activacion de las vias de MAPK ERK 1/2 y p38 que activan MSK 1/2 y esta a su vez activa CREB dentro del nucleo, lo que permite que
transcriba para la produccidn de citocinas antiinflamatorias como IL-10. IL-10 a su vez puede retroalimentar positivamente su produccién
al unirse al receptor IL-10R, lo que lleva a la activacion del factor de transcripcion STATS3, el cual forma homodimeros y trasloca al nicleo
para fomentar la produccion de moléculas antiinflamatorias, entre ellas nuevamente IL-10. b) Tras la unién de IL-10 con los dimeros que
forman su receptor, se activan: 1)la fosforilacion de STAT3 mediada por JAK1y TYK2, tras la cual se forman homodimeros de STAT3
fosforilado que son capaces de traslocar al nicleo donde al unirse con elementos de respuesta lleva a la expresion de mediadores

antiinflamatorios entre los cuales se encuentran IL-10, llevando a cabo una retroalimentacion positiva y la inhibicion de sefializacion de
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TLRs como TLR4 a nivel de IRAK y TRAF6 lo que lleva a la disminucion de expresion de proteinas proinflamatorias, y 2) las vias de

sefializacion de AKT y p38 que estimulan la produccién de moléculas antiinflamatorias como SOCS3 (Tomado de 77).

- TGF-B.- Esta citocina se produce de manera constante y es sintetizada como un precursor (pro-
TGF-B) el cual es procesado por el aparato de Golgi. Se asocia con el homodimero Proteina
Asociada a Latencia (LAP) al madurar y es secretado solo 0 en conjunto con la Proteina de Unidn
de TGF-B Latente (LTBP). Para que pueda actuar necesita liberarse por el Activador de TGF-3
(TA) por protedlisis de LAP o cambios conformacionales (78). Esta citocina al unirse a su
receptor (TGF-BRI o TGF-BRII) activan rio abajo Smad7 y posteriormente las vias que convergen
en la activacion del dimero Smad2/3-Smad4 que se une al DNA lo que ayuda a la produccién de
citocinas no inflamatorias y bloguean la expresion de citocinas proinflamatorias como el TNF-a
y puede activar otras vias como MAPK, PI3K, PP2A, Rho y Par6 (44,78,79) (Figura 10).
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Figura 10. Via de produccidn y sefializacion de TGF-B/TGF-$R. a) Es sintetizada constitutivamente como precursor pro- TGF-, el cual
madura en el aparato de Golgi para luego asociarse a homodimeros LAP y estos pueden unirse a LTBP. Para la liberacion debe darse
protedlisis de LAP o que sufra cambios conformacionales por TA. b) Tras la unidn de TGF-p con los dimeros que forman su receptor, se
activan: 1) la via de TAK1, MLK3 y MEKK1 que activa MKK3/6 y esto activa p38MAPK y MKKA4, este ltimo activa INK y esto lleva a

la activacion de Smad2/3 que se unen a Smad4, 2) la via de Smad2/3 que interactia con la via anterior mediante JNK y 3) la via de
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Shc/GRB2 que lleva a la activacion de Erk que interact(ia con la via anterior en Smad2/3. Smad2/3 al unirse a Smad4 puede translocar al

nlcleo y fomentar la produccién de moléculas antiinflamatorias (Tomado de 78).

2.3 ASPECTOS CLINICOS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Los signos caracteristicos de la respuesta inflamatoria son:

e Calor, debido al aumento local de la temperatura secundaria a la vasodilatacion y al aumento del
consumo local de oxigeno (2,5,80).

e Rubor, producido por el aumento de irrigacion en la zona afectada, por incremento del flujo
sanguineo (2,5,80).

e Dolor, provocado por distension de los tejidos y liberacion de prostaglandinas como mediadores
quimicos (2,5,80).

e Edema, resultante del aumento de la permeabilidad capilar y consiguiente difusion de liquido en
el tejido intersticial (2,5,80).

e A estos signos Rudolf Virchow, les sumé un quinto signo clinico: la pérdida de funcionalidad,
resultante de la limitacion a la que conduce la conjugacion de los cuatro signos ya mencionados
(5,7,80).

Otras consecuencias funcionales son la aparicion de sintomas sistémicos como fiebre, aumento del
namero de neutréfilos circulantes (neutrofilia), aumento de frecuencia cardiaca (taquicardia), sensacion
de ansiedad y aprension, aparicion del sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS) y la sepsis

(posterior a procesos infecciosos) (7,9,80).

De los signos, la vasodilatacion depende de TNF-a, que estimula la produccion de iNOS en los M6’s y
a COX-2 para aumentar la produccion de PGE2, PGF2a y PGI2, de las cuales PGI2 tiene la mayor
actividad vasodilatadora (43). ElI edema es inducido por accion de histamina, serotonina, cininas, y
anafilotoxinas de complemento; los cuales acttan en los mastocitos para liberar histamina, 0xido nitrico,
factor activador de plaquetas (PAF) y prostaglandinas; lo que resulta en acumulacion de infiltrado celular
fuera del compartimento vascular, aunque suele ser reversible y transitorio (7,80,81). TNF-a también
causa disrupcion de la estructura del endotelio al inducir la activacion de metaloproteinasas que degradan
el glicocalix endotelial, desestabiliza el citoesqueleto de las células endoteliales, causa la fosforilacion
de tirosina en la cadherina (proteina importante en las uniones celulares) y por el aumento de expresion

de receptor B1 de bradicinina (43) lo que facilita la extravasacion de los neutrofilos. La aparicion de
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fiebre por TNF-a (que llega al hipotalamo atravesando la barrera hematoencefalica o por transporte
activo mediado por células a su alrededor) se da al actuar sobre células endoteliales del hipotadlamo o la
microglia de la zona para producir PGE2, que se une al receptor 3 de PGE de las neuronas

termorreguladoras del nicleo supraquiasmatico lo que incrementa la temperatura (43).

Durante la inflamacion cronica, aparecen signos y sintomas como artralgias y mialgias generalizadas o
localizadas, fatiga crénica, insomnio, depresion, ansiedad, complicaciones gastrointestinales (como
constipacion, diarrea y reflujo), pérdida o aumento de peso, presencia de infecciones recurrentes y/o

granulomas (82,83).

Por otra lado, en la meta-inflamacion hay evidencia de hipoxia del tejido adiposo por la compresion de
los capilares y flujo inadecuado de sangre, ocasionando apoptosis y con ello la secrecién de citocinas
proinflamatorias (84). También hay aumento de acidos grasos en la circulacién, los cuales se pueden
acumular en varios sitios, entre ellos el higado y musculo esquelético, donde producen intermediarios
como diacilglicerol y ceramidas; estos pueden inhibir la sefializacién intracelular de insulina por la
activacion de JNK o inhibicion de IKKP, las cuales debilitan la sefializaciéon de insulina por la
fosforilacion de serina del IRS, causando una resistencia sistémica a la insulina con una disminucion del
transporte de glucosa (84,85). También se asocia con albuminuria, fibrosis renal y resistencia a la

insulina, ademas de acumulacion de lipidos que aumentan la respuesta inflamatoria local (85).

2.4 TRATAMIENTOS ANTIINFLAMATORIOS

Entre los mas utilizados actualmente se encuentran los AINES y los esteroides:

AINES. — Estos antiinflamatorios Inhiben las enzimas ciclooxigenasas, los de la nueva generacion
inhiben principalmente las COX2. La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es la primera enzima en la via sintética
de PG’s y leucotrienos (LT’s) al encargarse de convertir al acido araquidénico en los productos
intermediarios PGG2 y PGH2, y conducir a la produccion de prostanoides, TXA2 y diversas PG (86-88).
La inhibicion de la COX-2 contribuye a las acciones antipiréticas, analgésicas y antiinflamatorias;
mientras que la inhibicion simultanea de COX-1 contribuye a los efectos secundarios (86-88). La mayoria
de los AINES son inhibidores competitivos, reversibles y que actuan en el sitio activo de COX; aunque
en el caso del acido acetilsalicilico (ASA), este acetila las enzimas y las inhibe de manera irreversible

(86,87). Las clases de AINES incluyen salicilatos (ASA, diflunisal), derivados de para-aminofenol
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(paracetamol), derivados de acido acético (indometacina, sulindaco, etodolaco, tolmetina, ketorolaco,
diclofenaco), fenamatos (&4cido mefendmico, meclofenamato, &cido flufendmico), derivados del acido
propionico (ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, ketoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina), derivados del
acido fendlico (piroxicam, meloxicam, nabumetona) y AINES diarilheterociclicos (celecoxib, parecoxib,
etoricoxib y lumaritoxib) (86,88,89). Pese a su eficiencia y aunque se ha buscado que sean selectivos
para la COX2, la mayoria de ellos afectan al igual a la COX1, por lo cual se producen efectos adversos
como dolor abdominal, nausea, diarrea, Ulceras géstricas, retencion de liquidos y sodio, cefalea e

inhibicidn de activacion de plaquetas (88).

Corticosteroides. - Son esteroides sintéticos similares a las hormonas producidas en la corteza
suprarrenal (90,91) y se unen a receptores de glucocorticoides (GR) en el citoplasma, produciendo un
cambio estructural y transloca al nacleo donde forman homodimeros y se unen al DNA en los elementos
de respuesta a los glucocorticoides (GRE) (90,91) o a los factores de transcripcion. La accion de estos
farmacos se da por 2 procesos que se relacionan con la expresion o la inhibicion de moléculas

inflamatorias o antiinflamatorias.

En la transactivacion se induce la expresion de genes que codifican para proteinas antiinflamatorias y la
transrepresion (la supresion de genes), se inhibe la produccion de proteinas proinflamatorias (90), que se
puede deber a la interaccidn con el promotor del gen correspondiente A pesar de su gran eficiencia
presentan efectos adversos relacionados con su uso prolongado como hipertension, hiperglucemia con
glucosuria, mayor susceptibilidad a infecciones, Ulceras gastroduodenales, miopatias, nerviosismo,
insomnio, cataratas, osteoporosis, osteonecrosis y retraso del crecimiento (88). El corticoide mas
utilizado es la dexametasona, de larga duracion de accidn, elevada potencia antiinflamatoria e
inmunosupresora y baja actividad mineralocorticoide, cuya via de administracion puede ser oral,
intravenosa, intraarticular o intramuscular y con dosis individualizada en base a la enfermedad y

respuesta del paciente (91,92).

2.5 MACROFAGOS RAW 264.7

Se trata de una linea celular obtenida por el Dr. Peter Ralph en 1977 y se diferencia de otras por la
necesidad de activarlas con LPS para producir NO al no ser suficiente su interaccion con INF-y.
Provienen de ascitis de raton, y entre sus aplicaciones mas importantes esta su uso como como modelo

para estudio de procesos inflamatorios, ya que presentan las caracteristicas clasicas de un macréfago
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activado como en la fagocitosis de perlas de latex y zymosan, la produccion de ON y de citocinas, asi
como de cambiar su perfil de acuerdo a las condiciones de cultivo, es decir, tiene la capacidad de cambiar
a las diferentes clases de M2 que se han reportado en la bibliografia (93-95).

2.6 FITOFARMACOS

Las plantas y sus componentes se han utilizado durante siglos por sus propiedades medicinales. Uno de
los farmacos antiinflamatorios (y antiplaquetarios) mas utilizados es la aspirina, el cual es un inhibidor
de la COX que se desarrollo originalmente a partir de un producto natural (96-98). Han pasado casi 250
afos desde que se descubrié por primera vez que la corteza del sauce (género Salix) podria tratar los
sintomas de la fiebre, tras el cual se estimuld mas investigaciones y, finalmente, el componente activo
salicina se aislo de la corteza de sauce en 1828 y poco después, se aisld de otra planta, la reina de los
prados (Filipendula ulmaria) (96-98). A lo largo del siglo XI1X, la investigacion continué mejorando las
propiedades farmacéuticas de la salicina, con la sintesis exitosa de acido acetilsalicilico en 1899, que fue
comercializado como aspirina (96,97).

La investigacion de fitofarmacos intenta rescatar el conocimiento de la flora medicinal, descubrir su
potencialidad terapéutica y realizar los procedimientos de investigacion pertinentes para que dichos
productos puedan ser dosificados adecuadamente con mayor calidad y seguridad que permita ponerlos
al alcance del médico a través de la prescripcion. En México se ha documentado ampliamente el uso de
plantas como remedios para el cuidado de la salud (96,97). Numerosas publicaciones etnobotanicas
describen el empleo de los recursos herbolarios, lo que hace de las plantas no sélo un recurso natural sino
parte de la historia y presente de un pais y un importante segmento de la “cultura médica tradicional”
preservado a través de generaciones, que en algunos grupos de la poblacion continda siendo el unico

recurso para el tratamiento de las enfermedades (96-98).

Debido a ello, la Secretaria de Salud reconocio la importancia de crear un marco de regulacion para el
control de las plantas medicinales como recursos terapéuticos y fue a partir de 1998 que reconocio al
“medicamento herbolario” dentro de la medicina oficial (97). Los fitofarmacos o medicamentos
herbolarios se definen como: “los productos elaborados con material vegetal o algin derivado de éste,
cuyo ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una planta o extractos, y tinturas, asi como
jugos, resinas, aceites grasos y esenciales, presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica

y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la literatura nacional o internacional” (96,97). Es
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importante mencionar que no se consideran fitofarmacos o medicamentos herbolarios aquellos asociados

a principios activos aislados y quimicamente definidos, ni aquellos propuestos como inyectables (96,97).

2.7 CUCURBITACEAS COMO ANTIINFLAMATORIOS

La familia de las Cucurbitéceas incluye plantas con valor medicinal valioso y se compone de mas de 130
géneros y cerca de 800 especies (99-101). Las semillas o partes del fruto de algunos de sus miembros se
ha reportado que poseen efectos laxantes, eméticos y antihelminticos debido al metabolito secundario
cucurbitacina, el cual también ha sido investigado por sus propiedades citotdxicas, hepatoprotectoras,

antiinflamatorias y cardiovasculares (99-101).

Se ha reportado que varias plantas de esta familia se usan para controlar procesos inflamatorios como
Telfairia occidentalis, Zehneria scabra y Lagenaria breviflora, las cuales poseen moléculas como
alcaloides, saponinas, terpenoides, taninos, fitosteroles y flavonoides que se ha reportado que inhiben la
expresion de COX-2, la produccion de PGE2, la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-1,
IL-6, TNF-a, la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1y VCAM-1 e inducen la expresién
de citocinas antiinflamatorias como IL-4 e 1L-10 (102-104). Me parece que en esta seccion introduce a

Sechium edule como un ejemplo de Curcubitéceas.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Sechium edule.

En la medicina tradicional de varios paises, el chayote se utiliza para el tratamiento de patologias como
el sindrome metabdlico e inflamacion (98,105,106). Es una planta herbacea originaria de México que
crece en climas de célidos a templados y de los 500 a los 2000 m de altitud (98,105,106). Es una planta
enredadera trepadora de hojas acorazonadas que puede llegar a tener una longitud de 8 a 15 cm
(98,105,106). Las hojas jovenes presentan pubescencia y las hojas mas viejas son de textura aspera y
fibrosa (98,105,106). Presentan zarcillos para sujecion, sus flores son unisexuales, de color blanquecino-
amarillo en forma de estrella, organizadas en racimos de 10 a 30 cm de largo (98,105,106). El fruto es
liso 0 con espinas, de forma ovoide o globosa y tiene una coloracién verde péalido a verde obscuro, es
carnoso cuando esta tierno y al madurar la pulpa se vuelve fibrosa, su sabor es muy suave y delicado
(insipida) y presenta una semilla suave y aplanada, mientras que los tallos son largos y glabros y de una
misma raiz se pueden formar muchos tallos (98,105,106). La raiz produce raices adventicias de forma

tuberosa y al igual que el fruto también es comestible (98,105,106).

Informacién taxondémica:

REINO: Plantae

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

ORDEN: Cucurbitales

FAMILIA: Cucurbitaceae

GENERO: Sechium

ESPECIE: Sechium edule
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NOMBRE COMUN: Chayote

3.2 ETNOMEDICINA DE Sechium edule

La inflamacion juega un papel preponderante en el desarrollo gran parte de las enfermedades cronicas
sin importar su etiologia, y actla en conjunto con otro factor preponderante de generacion de dafio e
incremento del estado proinflamatorio como lo es el estrés oxidante (78). En la medicina tradicional
mexicana la planta ha sido utilizada por sus diversas propiedades, en las que actia como antiinflamatorio,
vasodilatadora, hipotensora y antioxidante (107). La planta se utiliza como infusion de hojas para el
tratamiento de padecimientos renales como dolor renal, calculos renales y disuria, enfermedades
cardiovasculares como aterosclerosis e hipertension, patologias de origen gastrointestinal como gastritis

y estrefiimiento, y en parasitosis intestinal (107).

Las propiedades diuréticas, antioxidantes, antihipertensivas y antiinflamatorias de las hojas, frutos y
semillas han sido confirmadas por estudios farmacoldgicos como las investigaciones de Siciliano (2004),
Castro (2014) y Ramirez (2019) sobre el efecto antiinflamatorio, Siciliano (2004) y Ordofiez (2005) como
antioxidante, Lombardo (2008) y Castro (2014) como antihipertensivo, Sateesh (2012) como
antiulcerante, Trejo (2018) como antidisfuncién endotelial y Alvarado (2018) como antifibrotico y
antiesteatotico, (98,105,106,108,109).

3.3 FITOQUIMICA DE Sechium edule

Siciliano y colaboradores reportaron que la raiz de S. edule presenta flavonoides con uniones C-
glucosidicas y O-glucosidicas, como la apigenina y luteolina, los cuales estan relacionados con efectos

vasorrelajantes, antioxidantes, antiinflamatorios y hepatoprotectores (105,106,108,109).

Costet (2020) identifico en el extracto rSe-HA como compuestos mayoritarios: acido cinamico,
estigmasterol, escualeno, stigmasta-3,5-dien-7-one y stigmasta-5,22-dien-3-ol, acido hexadecanoico,
acido hexadecanoico-metil-éster, metil tetradecanoato y el acido tetradecanoico-2,3-dihidroxipropil-
éster y acido cumarico los cuales poseen efectos como antioxidantes al actuar sobre los radicales libres
producidos y antiinflamatorios al disminuir la produccion de citocinas proinflamatorias y aumentar la

produccién de citocinas antiinflamatorias (98,105,108). Aunque se tiene referencia de la presencia de

32




moléculas como la vitexina, &cido palmitico, acido linoleico, cloruro de &cido linoleico, 11-Z-acido
hexadecanoico y 2- palmitoilglicerol (98,105,106,108,109).

En la tabla 3 se muestran las diferentes moléculas halladas en rSe-Ha y sus efectos reportados sobre la
respuesta inflamatoria (103,110-132).

Flavonoides Vitexina Inhibe la activacion de NF-xB y la
produccion de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17,
IL-33, y TNF-a, iNOS, PGE2 y MCP-1,
reduce la expresion de p38MAPK,

ERK1/2 y JNK y aumenta la expresion
de IL-10.

Terpenos Estigmasterol, escualeno, | Inhiben la activacion de NF-kB, la
stigmasta-3,5-dien-7-one y | expresion de COX-2 y la actividad de

stigmasta-5,22-dien-3-ol PLA2.
Acidos carboxilicos Acido cinamico Desactivacion proteincinasa 5 activada,
(Fenilpropanoides) lo que inhibe las vias MAPK y NF-xB,

inhibe la fosforilacion de JNK, NF-kB y
p38MAPK lo que resulta en la
disminucion de iINOS y COX-2 y de
TNF-0, IL-1pB e IL-18.

Acidos Acido cumérico El primero disminuye la produccién de
hidroxicinamicos IL-1B, IL-6, TNF-0. y NF-kB p65. El
segundo inhibe la expresion de COX-2 e
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Acidos grasos Acido hexadecanoico, Acido
hexadecanoico-metil-éster,
Metil tetradecanoato y el Acido
tetradecanoico-2,3-

dihidroxipropil-éster

3.4 VENTAJAS DE Sechium edule

iINOS, lo que disminuye la produccion
de NO.

Disminuyen los niveles de TNF-a, I1L1b,
IL6, e inhiben NFkB e iNOS, ademés de
inhibir la actividad de NO y produccion
de COX2.

S. edule, es considerada por la FDA como una planta GRAS (106,133,134). Se denomina como un

producto tipo "GRAS" (acrénimo de la frase "Generalmente Reconocido como Seguro”) a cualquier

sustancia que se agregue intencionalmente a los alimentos como un aditivo alimentario [de acuerdo a las

secciones 201 (s) y 409 de la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosmeéticos] y que esta sujeto

a revision y aprobacion previas a la comercializacién por parte de la FDA, a menos que en la sustancia

sea generalmente reconocido, entre los expertos calificados, que ha demostrado adecuadamente que es

seguro en las condiciones de su uso previsto, 0 a menos que el uso de la sustancia esté exceptuado de la

definicion de aditivo alimentario (106,133,134).
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4. JUSTIFICACION

La respuesta inflamatoria es un mecanismo complejo que involucra diversos procesos como la activacion
de diversos factores de transcripcion entre ellos NF-kB y AP-1 que llevan a la expresion de genes que
codifican para proteinas que acttan en diferentes partes de este proceso. Entre las moléculas producidas
estan las COX, que son una familia de enzimas que al activarse producen diversos eicosanoides que
participan en la induccion de las caracteristicas patognoménicas de la inflamacion y sobre ellas actdan
los antiinflamatorios no esteroideos. La nueva generacion AINES tratan de solo actuar sobre la COX-2,
sin embargo, dicha especificidad no ha sido alcanzada por completo. Por otro lado, los antiinflamatorios
esteroideos actuan de manera mas profunda, evitando la accion de los factores de transcripcion o evitando
0 promoviendo la expresion de genes que modulan la respuesta inflamatoria, sin embargo, este proceso
tampoco es selectivo ya que actlan sobre genes no relacionados con la respuesta inflamatoria lo que

genera problemas no deseados.

Hay enfermedades inflamatorias cronicas que requieren del uso a largo plazo de antiinflamatorios, sin
embargo, por los problemas no deseados mencionados, no se recomienda su uso prolongado. Por esta
razén los fitomedicamentos, que en si son un conjunto de moléculas con diferentes blancos terapéuticos,

son una posibilidad de intereés.

S. edule suele usarse para tratar diversas patologias en las cuales la inflamaciéon juega un papel
preponderante. En resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion, se ha evidenciado la
eficacia tanto de su extracto hidroalcoholico como de las fracciones acetdnica y metandlica para controlar
la produccion de citocinas y moléculas de adhesion en enfermedades como la disfuncién endotelial, o la
produccidn de citocinas proinflamatorias en la esteatosis hepética no alcoholica, sin embargo no se ha

comprobado si el extracto en si funciona como antiinflamatorio.

Los macrdfagos juegan un papel central en este proceso y al censar cambios en la homeostasis, se activan
y adquieren caracteristicas inflamatorias como ser fagociticos, producir ON y citocinas proinflamatorias.
Con base en lo anterior, surge la pregunta de investigacion que rige este proyecto que es ¢El extracto
hidroalcoholico de Sechium edule modula la produccion de 6xido nitrico, la fagocitosis y la produccién
de citocinas de macr6fagos RAW 264.7 activados por LPS?
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5. HIPOTESIS

El extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule modula la produccién de o6xido nitrico, la

fagocitosis y la produccion de citocinas de macrofagos RAW 264.7 activados por LPS.
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6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el extracto hidroalcoholico de Sechium para modular la produccién de oxido nitrico, la

fagocitosis y la produccion de citocinas de macrofagos RAW 264.7 activados por LPS.
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7. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer la CE del rSe-HA para el control de la activacion de los macréfagos RAW 264.7 a

través de la produccién de TNF-a.

2. Evaluar el efecto de la CE del rSe-HA sobre la produccién de nitritos de los macrofagos RAW
264.7 activados por LPS.

3. Evaluar el efecto de la CE del rSe-HA sobre la actividad fagocitica de los macréfagos RAW 264.7
activados por LPS.

4. Evaluar el efecto de la CE del rSe-HA sobre la produccion de TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10, y TGF-
B de los macrofagos RAW 264.7 activados por LPS.
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8. METODOLOGIA

8.1 CULTIVO DE MACROFAGOS RAW 264.7

La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 (ATCC ® Tib-71 TM) se cultivé en atmosfera de
COz2al 5% ya37°Cenmedio DMEM ADVANCED (GIBCO) suplementado con 1% de glutamina, 5%
de SFB (inactivado por calentamiento a 56 °C) y con antibiotico Penicilina-Estreptomicina (1%) en
frascos de cultivo de 150 cm? hasta alcanzar una confluencia del 70-90%. Se retiré el medio de cultivo y
las células fueron desprendidas con 6 mL de tripsina Verseno (GIBCO) 0.05% y se incubaron en
atmosfera de COz al 5 % a 37 °C por 30 min. Pasado ese tiempo, las células se desprendieron por golpes
suaves en la base de la caja y mediante uso de un gendarme, e inmediatamente se inactivo la tripsina
mediante la adicion de 10 mL del mismo medio de cultivo. La suspension celular se centrifugo a 1200

rpm durante 5 minutos a 4°C.

Para determinar la concentracién efectiva que se usaria a lo largo de los experimentos, primero se evaluo
la toxicidad de los tratamientos que se utilizarian, para lo cual las células se sembraron en cajas de 96
pozos y con una densidad de 2.5x10° células/pozo. Las condiciones de cultivo para estos experimentos
fueron células sanas sin tratamiento, DMSO al 60% (control de muerte), LPS 100 ng/ml (control de
activacién), dexametasona 84 mM (control farmacoldgico) y rSe-HA a diferentes concentraciones
(0.1875, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pg/mL) durante 24 horas. Por otro lado, para la determinacion de la

concentracion efectiva (CE) las condiciones de cultivo fueron las mismas a excepcion del DMSO.

Una vez determinada la CE ésta fue la que se uso para las posteriores evaluaciones en las que se utilizaron
los controles antes descritos. Para todas las evaluaciones, a excepcion de la de toxicidad, las células se
sembraron en una densidad de 1.25x10° células/pozo en placas de 24 pozos. El protocolo de cultivo para
llevar a cabo las diferentes evaluaciones abarco 24 horas para el establecimiento del cultivo, 4 horas de

exposicion a LPS y 12 ¢ 22 de exposicion a los diferentes tratamientos.

8.1.1 VIABILIDAD CELULAR POR CRISTAL VIOLETA

Una vez pasado el tiempo experimental, se retird el sobrenadante, se lavaron las células (100 uL de PBS

por pozo), se agregaron 50 pL/pozo de solucidn de cristal violeta 0.1% y se incubaron por 25 minutos a
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temperatura ambiente (TA). Pasado el tiempo de incubacion se lavaron nuevamente hasta retirar el
excedente del colorante y se dej6 secar la placa sin tapa por 2 horas a TA. Posteriormente se agregaron
200 pl de metanol al 100% Yy se dejo6 incubar la microplaca durante 25 minutos a TA. Pasado este tiempo

se leyo la absorbancia a 570 nm en un lector de placas (VersaMax, Molecular Device).

8.1.2 OBTENCION DE LA CONCENTRACION EFECTIVA

Para esta evaluacion, las células se sembraron en las condiciones descritas en la seccion 8.1 Transcurrido
el tiempo de incubacidn, el medio se cosechd en tubos Eppendorf y se congelaron a -80°C hasta su uso.
Para la determinacion de esta concentracién se utilizO como pardmetro la disminucion de la

concentracion de TNF-a en el medio de cultivo.

8.1.3 TECNICA DE ELISA

Se utilizaron los kit de ELISA mouse TNF-o (BD OptEIATM), TGF-B (marca), IL-4 (marca), IL-6
(marca) e IL-10 (marca). Brevemente, siguiendo las indicaciones de los fabricantes, el ELISA en
sandwich se realizo en placas de 96 pozos de fondo plano. Las microplacas se cubrieron durante toda la
noche a 4 °C con los anticuerpos de captura para la citocina correspondiente. Posteriormente, las placas
se lavaron tres veces para TNF-a, TGF-, IL-4, IL-6 e IL-10 con PBS-Tween 20 (0.05%), se bloquearon
durante 1 hora a temperatura ambiente con PBS-BSA 1% (200 ul/pozo) y se lavaron tres veces para
TNF-a, TGF-B, IL-4, IL-6 e IL-10. Las placas se incubaron por dos horas con las diferentes muestras o
con el estandar de la citocina (TNF-a 500-7.8125 pg/ml, TGF-p 1000-15.625 pg/ml, IL-4, IL-6 e IL-10
2000-31.25 pg/ml) a temperatura ambiente. Posteriormente se volvieron a lavar (tres veces para TNF-a
y TGF-B y cinco veces para IL-4, IL-6 e IL-10) y se incubaron en el caso de TNF-a y TGF- con el
anticuerpo de deteccion mientras que en el caso de IL-4, IL-6 e IL-10 con el conjugado de anticuerpo de

deteccion y enzima HRP por 1 hora a temperatura ambiente.

Tras el tiempo de incubacion las placas destinadas a TNF-o y TGF-B se lavaron 3 veces mas
respectivamente y tras ello se incubaron con enzima HRP por 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron los lavados correspondientes (cinco veces para TNF-a, tres veces
para TGF-B y siete veces para IL-4, IL-6 e IL-10) y se agregd TMB (200 ul/pozo) dejando incubar
durante 5 (TNF-a) y 30 min (TGF-p, IL-4, IL-6 e IL-10) en oscuridad. Finalizada la incubacion se detuvo

la reaccion con H2SO40.2N y se leyeron las placas a una longitud de onda de 450 nm a 37 °C con el
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equipo VersaMax (Molecular Device). Se determinaron las concentraciones de las citocinas empleando

la ecuacion lineal obtenida a partir de la curva estandar, considerando como adecuado una R?>0.95.

8.2 CONCENTRACION DE OXIDO NITRICO POR REACCION DE GRIESS

En una placa de 96 pozos se depositaron 60 pL de cada sobrenadante del cultivo celular y se mezclaron
con 100 pL del reactivo de Griess, este Ultimo se prepar6 mezclando una solucion de N-1-(naftil)
etilendiamina dihidrocloruro (0,1% p/v en 5% de HCI) con una solucion de sulfanilamida (2% p/v en 5%
HCI), dejando reposar por 5 minutos en oscuridad a 37°C. Finalmente se realizd la cuantificacion
colorimétrica con un lector de microplacas VersaMax (Molecular Device) a A= 540 nm. Se determin6 la
concentracion de nitritos empleando la ecuacion lineal obtenida a partir de la curva estandar,

considerando como adecuado una R%>0.95.

8.3 DETERMINACION DE ACTIVIDAD FAGOCITICA POR ROJO NEUTRO

Una vez pasadas las 12 0 22 horas experimentales, se retiré el medio y se agregaron 200 pL de tinte rojo
neutro incubando a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente se lavaron las células con dH.O
y se lisaron con 200 pL de metanol al 100% a temperatura ambiente por 10 minutos. Pasado el tiempo
de incubacion se tomaron 100 uL de las diferentes muestras y se colocaron en placas de 96 pozos y se
determind la concentracion con base en la absorbancia leida a 490 nm en un lector de placas VersaMax

(Molecular Device).

8.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores obtenidos de cada uno de los parametros analizados se recopilaron en una base de datos
utilizando un programa Excel y posteriormente se analizaron con el programa INSTAT, la significancia
de la diferencia entre los grupos se determino a través de un analisis de varianza (ANOVA) y Tukey

como prueba post-hoc con un valor de significancia de P<0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Las concentraciones de rSe-HA a evaluar son inocuas para las células.

El ensayo de cristal violeta permite medir la viabilidad celular de manera directa al ser un reactivo que
se une al DNA y proteinas de células vivas, en este caso a los MO’s adheridos. Con la intencion de
determinar la CE del extracto, primeramente se evalud el efecto tdxico de las diferentes condiciones a
evaluar a través por este método. Para ello, se sembraron células RAW 264.7 por toda la noche y
posteriormente se colocaron los diferentes tratamientos por 24 horas, tras ello se realiz6 la técnica
mencionada. Como se indica en la figura 11, los resultados indican que ninguno de los tratamientos que
se utilizaron a lo largo de este trabajo (Dexametasona 84 mM, LPS 100 ng/ml) ni las diferentes
concentraciones de rSe-HA (0.1875, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pg/ml) afectaron la viabilidad de las células,
mientras que el DMSO (60%), que fue utilizado como control de muerte, disminuy6 92.6% (P< 0.05) la
concentracion de cristal violeta. La inocuidad de los tratamientos valida a los resultados obtenidos en las

diferentes evaluaciones.

2.4

ABS (D.O)

Sin Tx DMSO LPS DEXA, 0.1875 0.375 0.75 15 3
60% 100 ng/ml 84 mM

rSe-HA [ug/mil]

Figura 11. Evaluacién de la toxicidad de las diferentes concentraciones del extracto rSe-HA. En la grafica se representa la absorbancia
del reactivo a 570nm de cada grupo evaluado. En esta evaluacion se evalua el efecto del DMSO (60%) como control de muerte. Las muestras
se obtuvieron de cultivos de MO©’s RAW 264.7 que se mantuvieron por toda la noche con LPS (100 ng/ml) a las cuales se les agregaron los
diferentes tratamientos manteniendo los estimulos del LPS. Las muestras se tomaron 22 horas después de este Gltimo tratamiento. Los
grupos analizados fueron células sin tratamiento, LPS (100 ng/m), LPS+DEXA (84 mM), LPS + diferentes concentraciones de rSe-HA
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(0.1875, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pug/ml). Los datos se analizaron con la prueba Tukey con una p<0.05 considerada como significativa. Literales
diferentes implican diferencias significativas. Las diferentes condiciones a utilizar en los experimentos posteriores no afectan a la viabilidad

de las células, lo que valida su uso para la determinacion de la CE.

9.2 La Concentracion Efectiva de rSe-HA es de 0.75 pg/mi

Una vez evaluada la inocuidad de los tratamientos, se determiné la CE, a través de la produccién de
TNFa. Para lo cual los MOs se estimularon con LPS por 4 horas y posteriormente se incubaron con las
diferentes concentraciones a evaluar durante 22 horas. La concentracion de la citocina se determiné por
ELISA en el medio de cultivo.

Como se aprecia en la figura 12, las concentraciones de 0.375, 0.75y 1.5 pug/ml llevaron la concentracion
de esta citocina al nivel del grupo tratado con dexametasona pese a la presencia constante del estimulo
de LPS. De estas concentraciones se escogi6 la de 0.75 por ser la intermedia. De los controles, el LPS
increment6 97.2% (P<0.05) la concentracion de esta citocina con respecto al control. A partir de estos

resultados se escogio la concentracion de 0.75 ug/ml para la realizacion de las diferentes evaluaciones.
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LPS (100 ng/ml)

Figura 12. Determinacion de la CE del rSe-HA a partir de TNF-a. La gréfica relaciona la concentracion de TNF-a en pg/mg de proteina
presente en el medio de cultivo de cada condicidn evaluada. Las muestras se obtuvieron de cultivos de MO’s RAW 264.7 que se mantuvieron

por toda la noche con LPS (100 ng/ml) a las cuales se les agregaron los diferentes tratamientos manteniendo los estimulos del LPS. Las
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muestras se tomaron 22 horas después de este ltimo tratamiento. Los grupos analizados fueron células sin tratamiento, o tratados con LPS
(100 ng/m), con LPS+DEXA (84 mM), con LPS + diferentes concentraciones de rSe-HA (0.1875, 0.375, 0.75, 1.5 y 3 pg/ml). Los datos se
analizaron con la prueba Tukey con una p<0.05 considerada como significativa. Literales diferentes implican diferencias significativas. Las
concentraciones de 0.375, 0.75 y 1.5 0.75 pg/ml muestran una eficacia similar a la del control farmacolégico, siendo la mejor de ellas 0.75

pg/ml por lo cual se decidié como la CE a utilizar en posteriores experimentos.

9.3 El rSe-HA disminuyd la actividad fagocitica.

La fagocitosis es otro pardametro que indica que los MF se encuentran activados y por lo general se le
atribuye a los M1, aunque el resto de fenotipos también la realizan. En este caso se considera como
parametro de activacion M1 ya que se asocia a la produccion de TNF-a evaluada anteriormente.

Para determinar si el rSe-HA modificaba esta funcion, se realiz6 la técnica de rojo neutro la cual consiste
en agregar el colorante a células fagociticas, las cuales fagocitaran una mayor proporcion entre mayor
sea la actividad fagocitica, siendo esta una caracteristica de los macréfagos M1 y algunos fenotipos de
M2 (95). Para este fin las células se incubaron por 4 horas con LPS 100 ng/ml y pasado ese tiempo se
colocaron los diferentes tratamientos (Dex 84 mM y rSe-HA 0.75 pg/ml) manteniendo el estimulo con
LPS durante 12 y 22 horas mas. Pasado ese tiempo se retird el medio de cultivo y se evaluo la

concentracion de rojo neutro dentro de las células se determind por técnicas colorimétricas.

En la figura 13 se observa que a las 12 horas (panel a) no se observan diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos. Por otro lado, a las 22 horas el LPS incrementd la absorbancia relacionada con
la concentracion del tinte un 69.4% (P<0.001) con respecto al control, mientras que el rSe-HA lo
disminuyd con respecto al grupo con LPS un 25.7% (P<0.001) llevandolo a una concentracién similar al
del control farmacoldgico (29.2%, P<0.001) a pesar de mantener el estimulo del LPS (panel b). Este
resultado indica que la CE de rSe-HA revierte la actividad fagocitica evaluada por rojo neutro en MO’s

pese a mantener el efecto constante del LPS.
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Figura 13. Evaluacion de la CE sobre la activacion de MO Raw264.7 a través de la produccion de nitritos y la actividad fagocitica.
La gréfica relaciona la concentracion de nitrito y la actividad fagocitica de las células de los grupos control y la CE de rSe-Ha. Los cultivos
de MO’s RAW 264.7 se mantuvieron por toda la noche al estimulo con LPS (100 ng/ml), a los cuales se les agregaron los diferentes
tratamientos (Dex 84 mM y rSe-HA 0.75 pg/ml) manteniendo el estimulo con LPS (100 ng/ml). El ensayo se realiz6 12 (panel a) y 22 horas
(panel b) después de este tltimo tratamiento. Los datos se analizaron con la prueba Tukey con una p<0.05 considerada como significativa.
Literales diferentes implican diferencias significativas. El rSe-HA reduce la actividad de los MO’s en su actividad fagocitica pese a la
presencia del LPS a las 22 horas sin llegar al nivel del grupo sin tratamiento en el caso de la fagocitosis pero manteniendo la misma eficacia

con respecto al grupo control farmacoldgico.

9.4 El rSe-HA disminuyé la produccion de nitritos.

La produccién de NO es otro parametro que indica la activacion de los MO’s y esta se mide
indirectamente por la medicion de la concentracidn de nitritos mediante la reaccion de Griess ya que NO
tiene un tiempo de vida muy corto. En este caso, se considera como parametro de activacion M1 al
asociarse la actividad de las enzimas iNOS con la produccion de TNFo evaluada anteriormente. Para este
fin las células se incubaron por 4 horas con LPS y pasado ese tiempo se colocaron los diferentes
tratamientos (Dex y rSe-HA) manteniendo el estimulo con LPS durante 12 y 22 horas méas. Pasado ese
tiempo se retird el medio de cultivo y en él se evalu6 la produccion de nitrito por el método antes
mencionado. En la figura 14 se observa que a las 12 horas (panel a) no hay diferencia significativa entre
los diferentes tratamientos. Por otro lado, a las 22 horas el LPS increment6 la produccidn de nitritos en
mM un 74.3% (P<0.005) con respecto al control, con respecto al grupo con LPS la dexametasona lo
redujo un 40.5% (P<0.005) y el rSe-HA lo disminuy6 a un 57.8% (P<0.005) lo que es menor al control
farmacoldgico y grupo sin tratamiento (panel b). Este resultado indica que la CE de rSe-HA revierte la
produccion de nitritos evaluada a través de la reaccion de Griess en MO’s pese a mantener el efecto
constante del LPS.
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Figura 14. Evaluacion de la CE sobre la activacion de MO Raw264.7 a través de la produccion de nitritos y la actividad fagocitica.
La gréfica relaciona la concentracion de nitrito y la actividad fagocitica de las células de los grupos control y la CE de rSe-Ha. Los cultivos
de MO’s RAW 264.7 se mantuvieron por toda la noche al estimulo con LPS (100 ng/ml), a los cuales se les agregaron los diferentes
tratamientos (Dex 84 mM y rSe-HA 0.75 pg/ml) manteniendo el estimulo con LPS (100 ng/ml). El ensayo se realiz6 12 (panel a) y 22 horas
(panel b) después de este ultimo tratamiento. Los datos se analizaron con la prueba Tukey con una p<0.05 considerada como significativa.
Literales diferentes implican diferencias significativas. El rSe-HA reduce la actividad de los M©’s en la produccion de radicales nitrogeno
pese a la presencia del LPS a las 22 horas llegando a niveles mas bajos que el basal y con mayor eficacia con respecto al grupo control
farmacoldgico.

9.5 rSe-HA induce la produccién de citocinas similar al M2c en presencia del estimulo de LPS.

La modulacion de una respuesta inflamatoria a una no inflamatoria es el objetivo principal de los
antiinflamatorios. Con la intencién de saber si rSe-HA modulaba la expresion de citocinas, como lo hacen
los antiinflamatorios esteroideos se evalud la concentracion de citocinas en el medio de cultivo siguiendo
el protocolo de cultivo como se ha descrito anteriormente. Las citocinas evaluadas fueron TNFa, IL-6,
TGF-B, IL-4 e 1L-10 mediante ELISA del medio de cultivo. En la tabla 4 se observa que a las 12 horas
rSe-HA es mas eficiente al aumentar la produccion de IL-10 un 329.9% (P<0.0001) mientras que la
dexametasona la disminuye 37% (P<0.0001) y no hay diferencia significativa entre LPS 100 ng/ml y el
control sin tratamiento. En la tabla 5 se observa que a las 22 horas el LPS aumenté la produccion de
citocinas proinflamatorias con respecto a las células no tratadas (TNFa 3662.9% y P<0.0001, I1L-6 226%
y P<0.0001),y disminuy0 la produccion de TGF-f (56.4%, P<0.0001) lo que indica un fenotipo M1,
mientras que la dexametasona a pesar de mantener el estimulo del LPS redujo TNFa (65%, P<0.0001),
IL-6 (79.8%, P<0.0001) e IL-4 (61.5%, P<0.0001) aumentando IL-10 (50.9%, P<0.0001) y TGF-p
(143.1%, P<0.0001) indicando un fenotipo M2c como se ha reportado anteriormente (95). El rSe-HA
redujo TNFa (72.2%, P<0.0001), IL-6 (19.1%, P<0.0001) e IL-4 (39%, P<0.0001) mientras que aumentd
IL-10 (36%, P<0.0001) pero no modificd la expresion de TGF-f3 a pesar de mantener el estimulo del
LPS.
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Los resultados indican que rSe-HA (0.75 pg/ml) cambia el ambiente en el cual se encuentra el MO de
uno inflamatorio a uno inmunoregulador y con ello puede llevar a cabo la polarizacién de perfil M1 a

semejante a M2c al seguir el patron de citocinas de la dexametasona.

En las tablas 4 y 5 se muestran los resultados de la evaluacion de citocinas producidas a las 12 y 22 horas
en macrofagos, activados previamente por LPS, al ser tratados con rSe-HA y utilizando como control a

la dexametasona 84 mM.

Tabla 4. Produccidn de citocinas a las 12 horas.

6.3 + 051|188 + 0.7|28 * 0.6(4.3
(A)* (A) (A) (A)

I+

0.6 | 18.4 %0 (A)

I+

207 + 14(314 + 23|184 + 44[43 + 07[235 + 36
(B) (B) (B) (A) (A)

201 + 1.2(31.4+103|11.6 + 85|38
(B)

I+

03[31.7+2(B)

T Promedio £ DS. *Literales diferentes implican diferencias significativas.
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Tabla 5. Produccion de citocinas a las 22 horas. Literales diferentes implican diferencias significativas.

439 + 18.8%t

125.9+21.3 (a)

21.1+0.9 (a)

(©

T Promedio £ DS. *Literales diferentes implican diferencias significativas.
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10. DISCUSION

La respuesta inflamatoria, a pesar de tener como objetivo el regresar al sistema a la homeostasis, si se
vuelve prolongada o en exceso puede desencadenar dafios a la salud y favorecer la aparicion y gravedad
de patologias como céancer, dafio renal, depresion, demencia, disfuncion endotelial (135). Por esto, desde
siempre se ha buscado la manera de tratar estos aspectos negativos de la respuesta inflamatoria con el
manejo farmacologico mas comdn que son los antiinflamatorios tanto no esteroideos (por ejemplo: el
paracetamol, indometacina, ketoprofeno) como los esteroideos (la betametasona, dexametasona,
prednisona) (90,91,136). Entre los efectos de estos Ultimos estan el modular la respuesta inflamatoria al
polarizar los macrofagos a un fenotipo inmunoregulador M2c mediante la activacion de STAT3 y
STATS5, la disminucion de la produccion de citocinas proinflamatorias mediante el mecanismo de
transrepresion al actuar sobre GRE en DNA o factores de transcripcion relacionados con la inflamacion
y el aumento de produccion de citocinas antiinflamatorias a través de la transactivacion al actuar sobre
GRE en el DNA (90,91,136). Sin embargo, ante los efectos adversos que se producen por ambos tipos
de farmacos, se tiene como ventana el uso de los fitof&rmacos para controlar la activacion de los
macrofagos que son células criticas en este proceso (137,138). Entre las ventajas que ofrecen los
fitomedicamentos es que son una polifarmacia, es decir, a diferencia de la terapéutica convencional en
la cual los farmacos s6lo estan conformados por una sustancia. En el caso de los fitomedicamentos, estos
son un grupo de moléculas que actdan al mismo tiempo cubriendo varios blancos terapéuticos. En el rSe-
HA las moléculas que se encuentran en mayor concentracion son el acido cumarico, acido cinamico,
vitexina, &cido hexadecanoico, 4acido hexadecanoico-metil-éster, metil tetradecanoato, 4&cido
tetradecanoico-2,3-dihidroxipropil-éster, estigmasterol, escualeno, stigmasta-3,5-dien-7-one, vy
stigmasta-5,22-dien-3-ol (98,106,108).

En el modelo de inflamacién utilizado, se mantiene el estimulo de activacion por LPS para asemejar las
condiciones de un proceso infeccioso en el cual el estimulo permanece en el cuerpo hasta su erradicacion,
lo cual puede durar varios dias. EI LPS al activar al TLR4 induce la activacion de TIRAP y la via de
MyD88 la cual activa IRAK2, TRAF6 y TAK1; a partir de ahi puede seguir el camino de NEMO e IKKa
que se encargan de permitir la activacion de NF-xB para que este pueda traslocar al nicleo y ahi unirse
a la region del DNA encargada de permitir la transcripcion de citocinas proinflamatorias y de otras
moléculas que tienen que ver con la inflamacion como iINOS y COX2. El otro camino es a partir de

MKK3/6 para activar p38 que activa AP-1 para que translogue al ndcleo y promueva la produccion de
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citocinas proinflamatorias (35-39). Las vias de NF-kB y AP-1 llevan a la transcripcion de moléculas de
potencial proinflamatorio como TNF-a, IL-6, COX-2 e iNOS y cuya produccién alta caracteriza a un
macrofago activado (35-39). De las moléculas que componen al rSe-HA, los &cidos grasos (acido
hexadecanoico, acido hexadecanoico-metil-éster, metil tetradecanoato y el &cido tetradecanoico-2,3-
dihidroxipropil-éster), los acidos hidroxicinamicos (acido cumarico) (115-117) y los terpenos (103)
(estigmasterol, escualeno, stigmasta-3,5-dien-7-one y stigmasta-5,22-dien-3-ol) acttan inhibiendo la
activacion de NF-kB, mientras que los flavonoides (vitexina) (110,118-120) y fenilpropanoides (acido
cindmico) (112-114) ademas de actuar inhibiendo la activacion de NF-kB también actuian sobre las vias
de las MAPK (ERK, p38y JNK) por lo que inhiben la activacion de CREB y AP-1 (112,123,128) (Figura
15). En el caso de la vitexina, esta aumenta también la produccion de IL-10 sin depender de eventos de
transactivacion por la activacion de Nrf2 que lleva a la produccion de HO-1 (hemo oxigenasa 1) que
actua sobre la via de p38MAPK y MSK1/2 lo que lleva a la produccién de dicha citocina (39,139,140).
Esto lleva a la disminucién de la produccion de ON (que se observo como disminucidn de nitritos Figura
14) y citocinas proinflamatorias, y el aumento de la produccion de citocina antiinflamatoria IL-10, lo que
asemeja al cambio de un perfil M1 a uno similar a M2c (95, 141, 142) (Tabla 6) aunque que no produce

TGF-b como este tipo de macréfagos (141,142) y asumimos que es por la presencia constante del LPS.

Por otro lado, a través de la activacion de NF-kB y AP-1, al incrementar la produccion de interleucinas
inflamatorias se estimula una mayor actividad fagocitica (la cual es otra caracteristica de un macrofago
activado), también el aumento de expresion de receptores entre ellos FcR (56,57) y mediante la vias de
MAPK y PI3K se fomenta la polimerizacion de actina, lo cual facilita la endocitosis (58). Las moléculas
que componen al rSe-HA al inhibir la activacion de dichos factores de transcripcion reducen esta
actividad.
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Figura 15. Via de sefializacion de TLR4 activada por LPS. Tras la interaccion entre LPS y TLR4 se da la formacion de homodimeros
por MD2, esto activa TIRAP y de ahi puede seguir la via de MyD88/IRAKSs o ser endocitado y seguir la via de TRIF. La via de TRIF activa
TRAF6, IKKE y TBK1 los cuales fomentan la activacion de IRF3 para que pueda formar homodimeros y traslocar al nicleo para unirse a
la region del DNA encargada de fomentar la produccion de interferones tipo | (entre ellos B). Por parte de la via de MyD88 la cual activa
IRAK2, TRAF6 y TAK1; a partir de ahi puede seguir el camino de NEMO e IKKa que se encargan de permitir la activacion de NF-kB para
que este pueda traslocar al ndcleo y ahi unirse a la region del DNA encargada de fomentar la produccion de citocinas proinflamatorias. El
otro camino es a partir de MKK3/6 activar p38 (que activa CREB para la produccion de IL-10). NFkB como las demés vias llevan a la
transcripcion de moléculas de potencial proinflamatorio como TNF-a, IL-6, COX-2 e iINOS; ademéas de NFkB participar en la produccion
de NLRP3 (que participa en la piroptosis por el inflamasoma), pro-1L-18 y pro-1L-1b. La via de TRIF puede de la misma forma llevar a la
activacion de TRAF6 o mediante TRAF3 activar IKKe y TBK1 para la formacion de IRF7 e IRF3 que trasloca al ntcleo para la formacién
de interferones de tipo 1, y la quimiocina CCL5/RANTES. En este caso el endosoma posteriormente es degradado por lisosomas. El rSe-
HA (0.75 ug/ml) actda directamente sobre NF-kB y AP-1 evitando su traslocacion al ntcleo y fomentando la actividad de CREB para la
produccion de citocinas antiinflamatorias. De entre las moléculas que componen al rSe-HA, los &cidos grasos (acido hexadecanoico, acido
hexadecanoico-metil-éster, metil tetradecanoato y el &cido tetradecanoico-2,3-dihidroxipropil-éster), los &cidos hidroxicinamicos (&cido
cumarico y caféico), los terpenos (estigmasterol, escualeno, stigmasta-3,5-dien-7-one y stigmasta-5,22-dien-3-ol), los flavonoides (vitexina)
y fenilpropanoides (&cido cinamico) actdan inhibiendo la activacion de NF-kB. Mientras que la vitexina y el &cido cindmico también actdan
sobre las vias de las MAPK (ERK, p38 y JNK). Esto lleva a la generacion de un ambiente inmunoregulador que permite la polarizacion del

macréfago de un fenotipo inflamatorio a uno regulador.

En la Tabla 6 se muestran los diferentes fenotipos de los macréfagos por activacion clésica y alternativa

y sus citocinas producidas en el modelo empleado en este proyecto (reversion/competencia).
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TNF-a IL-4 | IL-6 | IL-10 TGF-p NO | Actividad
fagocitica

+ - + - - + +

- + + + + - +

+ - + + + - -

- - - + + - -

- - - + + - -

- - - + - - -
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11. CONCLUSION

Tras el andlisis de los resultados podemos concluir que el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium
edule modula la produccion de éxido nitrico, la fagocitosis y la produccién de citocinas de macréfagos

RAW 264.7 activados por LPS llevandolos a un perfil semejante a M2c.
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12. PERSPECTIVAS

Tras lo anterior se tiene como perspectivas el continuar con la determinacion del fenotipo de los
macrofagos mediante citometria de flujo, valoracion de probable efecto sobre enzimas COX por ensayo
de inhibicion, realizar nuevas evaluaciones sobre un modelo Unicamente de reversion y evaluar la
actividad del extracto rSe-HA sobre la activacion de factores de transcripcion (NF-kB, AP-1y CREB) y
otras proteinas blanco (como p38 e IKK), con lo cual se podria establecer méas especificamente el

mecanismo de accidn del extracto sobre la respuesta inflamatoria.
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Atentamente

Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. Cuernavaca Morelos,
C.P. 62350 Tel.: (777)3 29 70 48 andrade@uaem.mx 2025 ¢ EM
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 13 de septiembre de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis: “Modulacion de la fagocitosis, produccion de 6xido nitrico y
citocinas por el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule (chayote) en
macrofagos RAW 264.7 activados por LPS”, que para obtener el grado de Maestria en
Medicina Molecular me proporcioné el alumno Miguel Angel Corona Alarcén. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando
ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro
particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Gerardo Joel Barrita Cruz
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Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 13 de septiembre de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis: “Modulacion de la fagocitosis, produccion de 6xido nitrico y
citocinas por el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule (chayote) en
macrofagos RAW 264.7 activados por LPS”, que para obtener el grado de Maestria en
Medicina Molecular me proporcioné el alumno Miguel Angel Corona Alarcén. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando
ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro
particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Gladis Fragoso Gonzalez
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Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 13 de septiembre de 2023.

Dra. Graciela Jiménez Santana
Encargada de Despacho de la
Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Jiménez, por este conducto me permito informarle que he revisado el
trabajo de Tesis: “Modulacion de la fagocitosis, produccion de 6xido nitrico y
citocinas por el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule (chayote) en
macrofagos RAW 264.7 activados por LPS”, que para obtener el grado de Maestria en
Medicina Molecular me proporcioné el alumno Miguel Angel Corona Alarcén. Le comunico
que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 74 del
Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacién a participar en este programa educativo, reiterando
ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro
particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Mario Ernesto Cruz Muhoz
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