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1.- INTRODUCCION

Hoy en dia la fitoterapia se sustenta a través de métodos cientificos;
que profundizan el conocimiento de principios activos y mecanismos de
accion involucrados en los fines terapéuticos. Un ejemplo es la hoja de
la zarzamora (Rubus fructicosus) a la cual se le han atribuido efectos
como: regenerante, cicatrizante, antiséptico, antiinflamatorio, entre
otros. Tales efectos se relacionan con las propiedades de compuestos
fendlicos, que la planta posee. En estudios previos se evalud el efecto
cicatrizante y regenerador que tiene el extracto acuoso de la hoja de
zarzamora en rata Cepa Wistar (estomago y piel); debido a esto, es
necesario plantear los posibles mecanismos por los cuales esta
actuando. Para tal fin, en este trabajo se determind la presencia de las
proteinas involucradas en procesos inflamatorios, infecciosos y febriles
como: el factor de necrosis tumoral(TNF-a), la interleucina 1B(IL-1B) y
la ciclooxigenasa tipo 2(COX-2), con relacion a la regeneracion y/o
cicatrizacion del tejido; por medio de inmunofluorescencia en muestras
de piel de rata con previa lesion tratadas con extracto acuoso de la hoja
de zarzamora. Los resultados muestran que existe una tendencia a
disminuir la presencia de las proteinas proinflamatorias en las muestras
tratadas con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora, en
comparacion con las muestras de la herida sin tratamiento (control) y
las muestras tratadas con el producto comercial cicatricure® (control
positivo). Lo cual permite deducir, que el uso del extracto acuoso de la
hoja de zarzamora se ve implicado en la inhibicion de mediadores de la

inflamacion.

(/( )](/J/c/)/// ) :///)(//ly///(/ /4
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2.- ANTECEDENTES

En México actualmente se han registrado alrededor de 4,500 a 5,000
especies de plantas medicinales, de estas especies s6lo el 11% se ha
estudiado quimicamente, el 2.6% de forma biodirigida y s6lo el 1.9% a
nivel farmacolégico y toxicolégico. Actualmente la mayoria de los
estudios fitoquimicos se enfocan en identificar compuestos especificos y
caracteristicos, presentes en las plantas, los cuales son los responsables
de las propiedades terapéuticas que se le adjudiquen a la planta en
estudio (Cruz M., 2013).

Debido a que se tiene conocimiento de que la hoja de la planta de
zarzamora(Rubus fructicosus), posee diferentes propiedades
terapéuticas; este trabajo realizd0 una investigacion con relacion a una
de sus tantas propiedades, que es su efecto antiinflamatorio. El interés
del trabajo, radica en conocer si el extracto de la hoja de zarzamora,
tiene o no tiene un efecto sobre la expresion de las proteinas TNF-a, IL-
1B y COX-2, que son importantes mediadores de un proceso

inflamatorio.

2.1 Respuesta Inmune

Cuando se tiene una herida en la piel, las bacterias bien pueden
penetrar al organismo a través de la herida, a pesar de que las células
locales mueren y desencadenan una respuesta automaéatica llamada
inflamacion. La inflamacion funciona como una alarma ante cualquier
tipo de alteracion o invasion, ya que una vez que se dispara, permite
que muchas células defensoras lleguen al lugar de la lesion, lo que se
observa por enrojecimiento e hinchazén en la zona. Esto sucede porque

todos los seres vivos cuentan con el llamado sistema inmune. El sistema
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inmune es el encargado de proteger al organismo cuando se ve atacado
por microorganismos, particulas extrafias u otro tipo de sucesos que
alteran su naturaleza funcional. El sistema inmune es muy complejo, su
funciébn se realiza mediante una gran diversidad de mecanismos de
defensa, los cuales consisten en identificar lo extrafio y destruirlo. Las
sustancias segregadas por parte del organismo cuando se generan los
mecanismos de defensa, se les denomina anticuerpos; y de forma
general a las sustancias extrafias que desencadenan una serie de
eventos celulares que provocan la activacion de mecanismos de
defensa, se les conoce como antigenos. A toda la actuacion integrada de
un gran numero de mecanismos de defensa, por parte del sistema

inmune, se le conoce como respuesta inmune (Stock S., 2007).

Existen dos tipos de respuestas inmunes, la innata y la adaptativa; si
bien la primera actida contra las alteraciones o infecciones en su fase
inicial y la segunda protege contra una reinfeccion por algun
microorganismo, ademas de eliminarlo. ElI sistema inmune esta
constituido por varios tipos de células y proteinas que cumplen como
principal funcion, evitar una infeccion. Ambas respuestas defensivas,
innata y adaptativa, dependen de las actividades de ciertas células
llamadas leucocitos. La inmunidad innata estd mediada por los
granulocitos y macrofagos; la adaptativa, por la accion de células
Ilamadas linfocitos. Cuando existe un proceso inflamatorio, una variedad
de estas células, son responsables de secretar otras proteinas
denominadas citocinas, que también intervienen activamente en la
respuesta inmune cumpliendo diferentes funciones. Este trabajo tiene el
interés de conocer la participacion de importantes citocinas como lo son

TNF-a, IL-1B y la enzima COX-2, dentro de una respuesta inmune; ya
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que son inducidas principalmente ante un proceso de inflamacién, como
sucede cuando hay una herida a nivel de piel (caso de estudio para este

trabajo).

Para esta tesis se utilizaron muestras de piel de rata con previa herida,
de la cepa Wistar; debido a que este roedor es utilizado como modelo
experimental en una gran variedad de investigaciones cientificas. Si bien
Su aspecto exterior es totalmente distinto al de los humanos, pero las
similitudes genéticas son asombrosas; esto permite que la rata cepa
Wistar no sea un modelo exacto, pero si Gtil para comparar la funcion de

diversos 6rganos del ser humano.

2.2 Piel y anexos

En los mamiferos y en la especie humana la piel estd considerada como
el 6rgano de mayor extension y de mayor peso. La piel representa el
15% del peso total del cuerpo humano; proporcionando al organismo
proteccion mecanica frente a los agentes externos, por la resistencia de
su estrato corneo y por el conjunto de fibras colagenas y elasticas que la
integran. También defiende al organismo de agentes fisicos, quimicos,
radiaciones, bacterias, hongos y virus. La piel estd encargada de regular
la absorcion de sustancias, interviene como barrera a nivel epidérmico,
y regula el medio interno; manteniendo constante la temperatura y su

composicion fisicoquimica (Montalvo A., 2011).

En la piel se pueden distinguir dos capas principales. La capa externa se
denomina epidermis, y la capa interna, que comprende dos partes: el

corion (dermis) y el tejido subcutaneo de la piel (hipodermis).
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2.2.1 Epidermis

La epidermis capa externa de la piel, forma un revestimiento celular
ininterrumpido en la totalidad de la superficie externa del cuerpo. Desde
la superficie externa hacia el interior, la epidermis estd constituida por
los siguientes estratos o capas: estrato cérneo, estrato espinoso y el

estrato germinativo (Muiioz M., 2013).

2.2.2 Dermis

La dermis, es la primera capa interna de la piel, conocida también como
el tejido conectivo fibroso de la piel que se ubica bajo la epidermis, esta
constituido por una capa superficial o estrato papilar y otra profunda
llamada capa o estrato reticular. El estrato papilar se prolonga en la
epidermis y se encarga de nutrir a las células de la epidermis; también,
se encuentran los Oorganos sensoriales de la piel que detectan calor,
dolor, frio etc. El estrato reticular garantiza la flexibilidad, elasticidad y
capacidad de modificacion de la piel; en él se encuentran las células
encargadas de la reaccion defensiva del organismo (glébulos blancos y
células plasmaticas entre otras) contra aquellos cuerpos extrafios que
penetran la piel desde el exterior (Mufioz M., 2013; Alberts B. y col.,
2015).

2.2.3 Hipodermis

La Hipodermis o tejido subcutaneo, es la segunda capa de la piel,
constituye un depédsito de grasa, que da proteccion a los vasos
sanguineos Yy linfaticos asi como a los nervios que llegan a este lugar

(Figura 1.) (Mufioz M., 2013).
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Figura 1. Esquema de los principales componentes de la piel y sus anexos;
Gonzélez 1., 2011.

Los principales anexos de la piel, lo forman: el pelo, las uias, la piel
cabelluda, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas (Mufioz M., 2013;
Alberts B. y col., 2015).

Como todo o6rgano, la piel también requiere de cuidados primordiales
para el mantenimiento de sus funciones fisiolégicas. Estas funciones se
pueden ver alteradas cuando la piel sufre algun tipo de trastorno, como

cuando se tiene una herida (Juarez, 2015).
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2.3 Heridas

Una herida se define como toda disrupcién de estructuras anatomicas y
funcionales normales; sin embargo existen innumerables clasificaciones
de heridas. La cuestion mas importante es determinar si la herida es
aguda o cronica basandonos en conceptos de orden y temporalidad
(Fornes B., 2013).

- Agudas: En ellas la cicatrizacién sigue un proceso ordenado que
tiene como resultados el establecimiento de una cicatriz estable
con buenos resultados en cuanto a la integridad del tejido. Son de
corta evolucidon y se caracterizan por una curacion completa en un
tiempo aproximado de seis semanas y estan causadas por un
agente externo traumatico (Duce 2004 y Palomino 2001).

- Cronicas: El resultado funcional no es el mas 6ptimo, es decir, en
muchos casos no alcanza la funcionalidad inicial y se requiere de
cirugia para eliminar aquellos elementos que entorpezcan la
cicatrizacion (Duce 2004; Fernandez 2013; Fornes B. 2013)

Cuando se lleva a cabo la curacion de una herida, ocurre una secuencia
de eventos bioldgicos, teniendo un orden establecido por el proceso de

cicatrizacion y sus distintas fases.

(/( )](/J/c/)/// ) ///2// ina 20
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2.3.1 Cicatrizacion de las heridas

La cicatrizaciéon es un proceso bioldégico con reacciones bioquimicas y
mitdticas celulares (Andrades y col., 2004; Fernandez y col., 2013). El
proceso de cicatrizacion esta encaminado a la curaciéon correcta de las
heridas, por medio de reacciones e interacciones celulares, cuya
proliferacion y diferenciaciobn esta mediada por proteinas llamadas
citocinas, liberadas al medio extracelular, como parte de una respuesta

inmune(Tabla 1.) (Fernandez, Mufioz M., Fornes B., 2013).
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Tabla 1. Mediadores quimicos en un proceso de cicatrizacion. Fernandez y col.,

2013.

FACTOR

CELULA DE ORIGEN EN LA
HERIDA

FUNCION

Factor de crecimiento derivado

de plaquetas
PDGF

Plaquetas, macrofagos y

endotelio.

-Proliferacion fibroblastica.
-Quimiotaxis.
-Activacion de neutrdfilos y

macrofagos.

Factor de crecimiento de
transformacion beta
TGF-B8

Plaguetas, neutrofilos,

linfocitos, macroéfagos.

-Proliferacion fibroblastica.
-Quimiotaxis.

-Angiogénesis.

Factor de crecimiento de
transformacion alfa
TGF-a

Macréfagos, plaguetas,

queratinocitos.

-Proliferacion fibroblastica y
epitelial.

Factor de crecimiento
epidérmico
EGF

Plaguetas y plasma.

-Proliferacion epitelial y
fibroblastica.
-Formacion de tejido de

granulacion.

Interleucina
IL-1B

Macréfagos y linfocitos.

-Proliferacion fibroblastica.
-Liberacién de colagenasas.

-Quimiotaxis.

Factor de necrosis tumoral

Macréfagos, mastocitos,

-Proliferacion fibroblastica.

TNF-a linfocitos T.
Factor de crecimiento -Contraccion.
fibroblastico -Angiogénesis.
Macréfagos.

FGF

-Proliferacion epitelial y
fibroblastica.

Factor de crecimiento

Células endoteliales

insulinico -Proliferacion fibroblastica.
Células musculares.
IGF
) -Inhibicién de la sintesis del
Interferon ) ) ) B
IEN Linfocitos y fibroblastos. colageno.

-Proliferacion fibroblastos

CUNTN

///2// ina 22




~/%/(w//(/(/ e Q)(//}///'(«/

La cicatrizacion de heridas es un proceso complejo que clasicamente se
divide en 3 fases: Fase inflamatoria y hemostasia, fase proliferativa, y
fase de maduracion. Algunos autores describen fases intermedias, pero
de manera general se daran estas 3 fases que se solapan unas con otras
(Christian Z. y col., 2000; Mufioz M., 2013).

A nivel nervioso, el traumatismo, va a desencadenar una serie de
acontecimientos que dardn comienzo a la cicatrizacion. A nivel de la
piel, las células sensoriales del dolor transmitiran la sefial a través de
sus inervaciones a la medula espinal y al encéfalo, se estimulara el
sistema nervioso central causando dos tipos de respuesta, una motora
refleja, de alejamiento del foco de dolor, y una respuesta emotiva, que
afectara al sistema limbito generando una mezcla de emociones.
Simultaneamente se producira una respuesta autonoma del sistema
nervioso simpatico, liberando noradrenalina que provocara una
vasoconstriccion en la zona afectada. El traumatismo implicara una
destruccion celular, se liberara su contenido, el cual serd detectado por
las células de Langerhaans de la piel, que comenzaran a segregar
sustancias quimioatractivas para los neutrofilos, monocitos y eosinofilos.
Con ello, comenzara activarse el sistema inmunoldgico que estara en un
estado de alerta por posibles entradas de agentes infecciosos que
compliquen la situacion (Fornes B. y col., 2013).

De manera general se describe a la inflamacién como la liberacion de
componentes de la sangre. Durante la fase proliferativa se dan dos
procesos paralelos e independientes, uno es la formacién de un nuevo
tejido conectivo rico en fibroblastos, macréfagos y con una matriz
extracelular de colageno, fibronectina y acido hialurénico; y el otro es la
angiogénesis. Los queratinocitos de la periferia, proliferan hasta que

entran en contacto unos con otros. Posteriormente, de uno a seis
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meses, se iniciard la remodelacion o maduracién de ese tejido conectivo
degradando el colageno viejo por otro tipo | y sintetizando elastina y
proteoglicanos. Durante este proceso de reparacion, los macréfagos y
las plaquetas, se convierten en células protagonistas en la segregacion
de factores de crecimiento como el PDGF (factor de crecimiento derivado
de plaquetas) entre otros, que estimularan la proliferaciéon fibroblastica y
la neovascularizacién de la herida por parte de las células endoteliales
(Figura 2.)(Martinez M. y col., 2013).

Activacion celular en la

cicatrizacion
Hemostasia Proliferacion Epitelizacion
Inflamacion Anglogénesis Contraccion
Sintesis de colageno | Remodelacion (meses o anos)

QUERATINOCITOS

*
.y

MACROFAGOS

i 2 5 21 DIAS

Figura 2. Activacion celular que se produce durante el proceso de cicatrizacion

de una herida. Fernandez y col., 2013.
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La cicatrizacion de las heridas se puede dar de 3 maneras, segun el
periodo y la forma en que ésta ocurra.

-Cicatrizacion primaria o por primera intencion: Los tejidos cicatrizan
por unién primaria; teniendo un minimo edema, sin secrecion local, en
un tiempo breve, sin separacion de los bordes de la herida y con minima
formacion de cicatriz.

-Cicatrizacion secundaria o por segunda intencién: Cuando la herida no
se afronta por falta de una atencién oportuna o por indicacion médica,
se lleva a cabo un proceso de cicatrizacion prolongado y complicado. La
herida cierra por contraccion y la cicatrizacion es lenta. Generalmente
deja una cicatriz inestética.

-Cicatrizacion terciaria o por tercera intencion (cierre primario diferido):
Este es un método seguro de reparacion en heridas muy contaminadas o
en tejidos muy traumatizados. El cierre va desde el tercer al séptimo dia
de producida la herida, de acuerdo a la evolucion local, asegurando asi
un cierre sin complicaciones (Figura 3.) (Christian Z. y col., 2000;

Mufioz M., 2013).
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CURACION POR PRIMERA INTENCION CURACION POR SEGUNDA INTENCION

A las 24 hoeas

Semanas despuss

Figura 3. Fases de curacion de las heridas, por primera y segunda intencion.

Anatomia patoldgica en linea.

La fase del proceso de cicatrizacion, relevante para la realizacion de esta
tesis, es aquella donde se presenta la respuesta inflamatoria; haciendo
hincapié en la expresion de las proteinas TNF-a, IL-1B y COX-2, puesto

que se ven involucradas en la regulacion de esta fase.

2.4 Respuesta inflamatoria

Anteriormente se describid, que dentro de un proceso de cicatrizacion,
se lleva a cabo una etapa denominada “Fase inflamatoria”; en la cual
como su nombre lo dice, se tiene lugar a una respuesta inflamatoria por
parte del organismo lesionado. Esta etapa resulta ser fundamental para
este trabajo, debido a que es donde se encuentra relacionada la
expresion de las proteinas TNF-a, IL-1B y COX-2. La inflamacién es un

proceso protector del organismo, como la primera respuesta del sistema
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inmune; cuyo objetivo es proteger contra dafio tisular inducido por
diferentes tipos de lesiones. La respuesta inflamatoria es muy util para
eliminar los agentes patégenos, induciendo asi la cicatrizacion vy
reparacion del tejido lesionado. El proceso de reparacion de estos tejidos
inicia en la fase inicial, pero no termina hasta que finaliza y se ha
neutralizado el estimulo inductor de la respuesta inflamatoria (Almeida
E., 2002; Alvarez G., 2013). El proceso inflamatorio tiene lugar en el
tejido conectivo vascularizado e involucra mediadores plasmaticos,
células circulantes, respuesta de vasos sanguineos y de diferentes
células del tejido conectivo. Las células circulantes son los neutrofilos,
monocitos, eosinofilos, linfocitos, basoéfilos y plaquetas. Las células del
tejido conectivo son células cebadas, fibroblastos, macrofagos y
linfocitos residentes. La matriz extracelular se encuentra constituida por
colageno y elastina; asi como glucoproteinas adhesivas. La inflamacion
se divide comunmente en dos tipos: inflamacion aguda e inflamacion

cronica (Figura 4.)(Ramzi S. y col., 2000; Alvarez G., 2013).
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Figura 4. Representacion esquematica de las células intravasculares,
componentes de la matriz de tejido conjuntivo y células del tejido conjuntivo,

implicados en la respuesta inflamatoria. Zaragoza A., 2012.

2.4.1 Inflamacion aguda

Es la respuesta inmediata a la lesion, donde se ven implicados
principalmente cambios hemodindmicos locales; como un aumento del
flujo sanguineo; induciendo manifestaciones clinicas: enrojecimiento,
calor, ardor, y dolor en la zona afectada. Posteriormente, hay salida de
leucocitos hacia el tejido lesionado e iniciar el proceso de degradacion
de los tejidos necroéticos. Este tipo de inflamacion tiene una duracion
que varia entre, minutos, horas y pocos dias. La inflamacion aguda
presenta tres componentes principales: las modificaciones en el calibre
de los vasos, las alteraciones en la microvasculatura que permiten la
salida de proteinas plasmaticas y leucocitos al tejido (Justiniano M. y

col., 2000; Alvarez G., 2013). Los mediadores quimicos que se generan
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durante la respuesta inflamatoria aguda son la IL-183, IL-6, TNF-a, PGE;
y ON (Ramzi S. y col., 2000; Ruibal L. y Garcia, 2004; Alvarez G.,
2013).

2.4.2 Inflamacion cronica

Es una inflamacion prolongada, en la cual se ve activada la lesion tisular
y el proceso de reparacion, sucediendo al mismo tiempo. La inflamacion
cronica es nociva para la salud y se constituye en el mecanismo
patogénico basico de algunas enfermedades crénicas como él cancer. La
inflamacion cronica implica la liberacion de un nimero de mediadores
que no son prominentes en la respuesta aguda; como los interferones,
Interleucina 12, Interleucina 17 y factores de crecimiento derivados de
las plaquetas. Este tipo de inflamacion puede durar desde semanas,

meses o afios (Kumar V., Cotran R., 2003; Alvarez G., 2013).

Durante la inflamacion aguda, el flujo de macréfagos al area afectada
termina cuando se logra eliminar al agente causal de la respuesta
inflamatoria. Por el contrario, durante la inflamaciéon croénica, hay
acumulacion persistente de macrofagos en el sitio inflamatorio (Alvarez
G., 2013).

2.4.3 Mediadores quimicos de la inflamacion

Los mediadores quimicos producidos por células del sistema inmune son
los responsables del desarrollo de la respuesta inflamatoria (Nash T.,
Florin T., 2005; Alvarez G., 2013). Los mediadores inflamatorios pueden
ser secretados por células especializadas del sistema inmune y muchos
de ellos son liberados a partir de granulos intracelulares que liberan

dichos mediadores en respuesta al estimulo inflamatorio. Como
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respuesta al fendmeno inflamatorio, se liberan una serie de mediadores
que funcionan de manera coordinada. Dichos mediadores se generan a
partir de células o derivan de proteinas del plasma sanguineo (Kumar V.
y Cotran R., 2003; Alvarez G., 2013). Si se ha producido una herida, la
lesibn de los vasos sanguineos desencadena inmediatamente dos
cascadas enzimaticas protectoras. El sistema de cininas es una cascada
enzimatica de proteinas plasméaticas que se activa por la lesion tisular y
produce diversos mediadores inflamatorios. Esto causa un aumento en
la permeabilidad vascular que promueve el flujo de proteinas
plasmaticas al sitio de la lesion tisular. El sistema de la coagulacion es
otra cascada enzimatica de proteinas plasmaticas que se desencadena
como consecuencia de la lesion en los vasos sanguineos, llevando a
cabo la formacion del coagulo que impide la penetracion de ciertos
microorganismos al torrente sanguineo (Langer H.F, 2009 y Zaragoza
A., 2012).

A continuacion se describen las generalidades de los mediadores

quimicos mas importantes del proceso de inflamatorio:

-Histamina: amina basica almacenada en granulos en los mastocitos y
los basofilos que se secreta cuando los componentes C3a y Cbha del
complemento interactian con receptores de membrana especificos

generalmente.

-Eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos): A
diferencia de la histamina, no se encuentran preformados en los tejidos,
son generados a partir de fosfolipidos, se consideran los moduladores
mas importantes en la respuesta inflamatoria. La fuente principal de los
eicosanoides es el acido araquiddnico que se encuentra esterificado en
fosfolipidos de membrana (Rang H. y col., 2008).
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-Prostanoides: Abarcan a las prostaglandinas (PG), que producen
vasodilatacion e inhibicién de la agregacion plaquetaria, y tromboxanos
(TxB), que producen una vasoconstricciéon y agregacion plaquetaria. Son
productos de la via metabdlica de la ciclooxigensa (Rang H. y col., 2008

y Zaragoza, 2012).

-Leucotrienos: Son productos de la via metabdlica de la lipooxigenasa:
leucotrienos, lipoxinas y otros compuestos. Producen vasoconstriccion y

permeabilidad vascular (Rang H. y col., 2008 y Zaragoza, 2012).

-Factor activador de plaquetas (PAF): El PAF, se libera indirectamente
de muchas ceélulas inflamatorias activadas por la actividad de la
fosfolipasa A, y actla sobre receptores especificos en numerosos tipos

celulares.

-Bradicinina: Nonapéptido que se obtiene del cininégeno, una a-

globulina plasmatica, por accion de una enzima proteolitica calicreina.

-Oxido nitrico (ON): ElI ON, ejerce acciones fundamentales
proinflamatorias; es un potente vasodilatador, aumenta Ila
permeabilidad muscular e incrementa la sintesis de prostaglandinas

proinflamatorias.

-Neuropéptidos: Son moduladores liberados de las neuronas sensitivas y
contribuyen a las reacciones inflamatorias, constituyendo el fenédmeno

conocido como “inflamacién neurdgena”.

-Citocinas: Son péptidos que en las reacciones inmunitarias e
inflamatorias, se liberan desde las células inflamatorias y del sistema

inmunitario, por lo que regulan su accion (Rang H. y col., 2008).
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En la (Tabla 2.) se describe el efecto de algunos de los mediadores mas

pronunciados.

Tabla 2. Mediadores quimicos inflamatorios, Bernadette F. y Rodak, 2005.

Mediador Vasodilatacion | Permeabilidad Vascular | Quimiotaxis
Histamina ++ M1 -
Serotonina +/- 1 -
Prostaglandinas +++ 1 +++
Leucotrienos - "1 +++

Para el objetivo de esta tesis, se mencionan aspectos importantes de los
mediadores inflamatorios, determinados por densitometria Optica en el
trabajo experimental mediante la técnica de inmunofluorescencia; que
corresponden a la COX-2 (sintetasa de prostaglandinas) y las citocinas

proinflamatorias TNF-a e IL-1.

2.5 Citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1p.

Las citocinas son mediadores solubles de la respuesta inmunoldgica, de
la inflamacion, del crecimiento celular y del desarrollo embrionario. Son
proteinas de bajo peso molecular producidas por diferentes tipos de
células, macroéfagos y linfocitos T activados, que actUuan a través de su
unidon a receptores especifico. La expresion de estos receptores esta
modulada en parte por sus propias citocinas. Algunas citocinas
promueven la inflamacién por lo que son denominadas citocinas

proinflamatorias, mientras que otras suprimen la actividad de las

citocinas proinflamatorias, y son llamadas citocinas antiinflamatorias.
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Las citocinas ejercen sus acciones a través de tres mecanismos: sobre la
misma célula (autocrino), sobre células inmediatas (paracrino) o lejos
de la célula productora (endocrino). Las citocinas estan implicadas en la
respuesta inmunitaria celular y cumplen funciones adicionales que
desempefian un papel fundamental en la inflamaciéon crénica y aguda.
Las interleucinas representan una amplia familia de citocinas elaboradas
por células hematopoyéticas y cuya principal accién se realiza sobre los
leucocitos. Las quimiocinas son citocinas que tienen la capacidad de
estimular el movimiento leucocitario (quimiocinesis) y el movimiento
dirigido (quimiotaxis), siendo especialmente importantes en la respuesta
inflamatoria. Los efectos de las citocinas suelen ser redundantes, e
influyen en la accion o sintesis de otras citocinas, son multifuncionales
porgue una citocina puede dar lugar a acciones reguladoras positivas y

negativas (Yong-guo Z. y col., 2010 y Alvarez G., 2013).

Se han identificado mas de 100 citocinas y la superfamilia engloba:
interleucinas, quimiocinas, interferones, factores estimuladores de
colonias, factores de crecimiento y factores de necrosis tumoral (Rang
H. y col., 2008). Como se menciona con antelacion, las citocinas

reguladoras de la respuesta inflamatoria se dividen en dos:

-Citocinas proinflamatorias, siendo las principales IL-1 y TNF-q,
participando en las reacciones inflamatorias agudas y cronicas asi como
en procesos de reparacion. Son liberadas principalmente por
macrofagos, células natural killer (NK) y otras muchas células para
causar asi la activacion de las cascadas proteicas plasmaticas:
coagulacién, complemento, fibrindlisis, sistema de cininas, mediadores
lipidicos: eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos) y factor

activador de plaquetas (PAF), liberacion de radicales de oxigeno y 6xido
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nitrico. Pronto se comprob6é que, de forma simultanea, en esta
respuesta organica también se producian citocinas antiinflamatorias

(Rang H. y col., 2008).

-Citocinas antiinflamatorias: Estas citocinas comprenden a las que
inhiben aspectos de la reacciéon inflamatoria como TGF-f, IL-4, IL-10
(antagonista del receptor de la IL-1 y los receptores solubles de TNF-a e
IL-13). Todas estas citocinas suprimen la expresion genética de las
citocinas proinflamatorias, IL-13 y TNF-a (Moore P., 2008 y Duran G. y
col., 2002)

Los antagonistas de TNF-a, son llamados receptores solubles de TNF-a
(STNF-1) y (sTNF-I1I), sobresaliendo sTNF-1 que dispara la respuesta
inmune inflamatoria mediada por TNF-a, para asi ser el principal
receptor regulador de las funciones de dicha proteina, y a un
antagonista natural de IL-13, que es el antagonista de su receptor el IL-
lra. Los primeros, son fragmentos de dos receptores de TNF de
membrana, que se liberan en la circulacién y al unirse al TNF-a inhiben
sus actividades bioldgicas. El segundo, es un miembro de la familia IL-1
que se libera en la circulacién sanguinea e impide que la IL-1 se una a
sus receptores; tipo | (se encuentra en la mayoria de las células del
cuerpo y son mediadores de las respuestas clasicas de la IL-1) y tipo 1l
(localizados sobre linfocitos B, neutréfilos, monocitos y células de la

médula 6sea) (Fragoso L. y col., 2013).

La IL-18 y TNF-a son los principales mediadores de la respuesta
inflamatoria aguda, son producidos principalmente por macréfagos
activados y comparten muchas propiedades bioldgicas (Almeida E., 2002

y Alvarez G., 2013).
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Sus acciones mas importantes en la inflamacion son los efectos que
producen sobre el endotelio, los leucocitos y los fibroblastos, asi como la
induccion de los reactantes de fase aguda. En el endotelio dan lugar a
cambios que se denominan activacion endotelial y que estan regulados a
través de la transcripcion genética. También inducen la sintesis de
moléculas de adhesion endotelial y de diversos mediadores quimicos,
entre ellos otras citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento,
eicosanoides, y 6xido nitrico. EI TNF-a, también da lugar a la agregacion
de los neutréfilos, causando respuestas aumentadas de estas células
frente a otros mediadores, asi como la liberacion de enzimas
proteoliticas por parte de células mesenquimales, contribuyendo asi a

una lesion tisular (Figura 5.)(Tracey D., 2008 y Alvarez G., 2013).
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Figura 5. Efectos mas importantes de TNF-a e IL-1B en la inflamacion.
Zaragoza A., 2012.

La IL-1B y el TNF-a, también inducen las respuestas de la fase aguda
que acompafan a la infeccion o a los traumatismos, y que consisten en:
fiebre, pérdida del apetito, suefio con ondas lentas, liberacion de
neutrofilos hacia la circulacion, liberacion de hormonas
(adrenocorticotropina y corticoides), y efectos hemodinamicos del shock

séptico, como hipotensiéon, disminuciéon de la resistencia vascular,
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aumento de la frecuencia cardiaca y disminucion del pH de la sangre. Es
importante sefialar que el TNF-a es un potente mediador del sistema
inmune, se sintetiza principalmente por monocitos y macrofagos tras la
estimulacién, por ejemplo con lipopolisacarido (LPS), y afecta a una
gran cantidad de diferentes 6rganos y tejidos. Se ha considerado como
una citocina de alarma, ya que inicia la respuesta de defensa a la lesion
local. A bajas concentraciones en los tejidos, el TNF-a tiene efectos
benéficos, tales como el aumento de los mecanismos de defensa del
sistema inmune contra las infecciones. A altas concentraciones, el TNF-a
puede generar lesion tisular e inducir sock séptico (Yong-guo Z. y col.,
2010 y Alvarez G., 2013).

La presencia de elementos moleculares de signos contrarios: citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias se relaciona de la siguiente manera:
la respuesta proinflamatoria intensa contribuye al inicio y al
mantenimiento de una respuesta defensiva por parte del sistema
inmune, pero también se produce una respuesta compensatoria
antiinflamatoria que pretende restaurar la homeostasis. Cuando se
produce una excesiva cantidad de mediadores proinflamatorios que
apocan la respuesta antiinflamatoria el resultado seria una progresiva
respuesta inflamatoria sistémica con fracaso multiorganico. Por el
contrario, una respuesta antiinflamatoria  excesiva causaria
inmunosupresion, que también seria considerada causa de fallo

multiorganico (Duran G., Aller R., Lorente R., Arias P., 2002).
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2.6 Sintetasa de prostaglandinas COX-2
2.6.1 Metabolitos del acido araquidonico (AA)

El AA es un &cido poliinsaturado de 20 atomos de carbono (&cido
5,8,11,14-eicosatetraenoico), que procede directamente de Ila
conversion del acido graso esencial acido linoleico. No estd en forma
libre en la célula, se encuentra esterificado en fosfolipidos de
membrana. Durante la respuesta inflamatoria, el AA se genera a partir
de los fosfolipidos de la membrana celular mediante la accion de la
enzima fosfolipasa A,. Los metabolitos del AA, también denominados
eicosanoides, son sintetizados mediante dos clases principales de
enzimas: ciclooxigenasas (generadora de  prostaglandinas vy
tromboxanos) y lipoxigenasa (generadora de leucotrienos y lipoxinas);
siendo considerados importantes mediadores de la inflamacion

(Bernadette F. y Rodak, 2005; Rang H. y col., 2008) (Figura 6.)
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Figura 6. Biosintesis de Eicosanoides. Diaz y col., 2009.
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2.6.2 Via de la Ciclooxigenasa

Dos isoenzimas de la ciclooxigenasa son capaces de convertir el acido
araquidonico en prostaglandinas: La PGH Sintetasa 1 (llamada COX-1) y
la PGH Sintetasa 2 (llamada COX-2). La primera se expresa de manera
constitutiva en los tejidos mientras que la segunda es inducida. La COX-
1 tiene principalmente funciones de mantenimiento (por ejemplo la
proteccién gastrica), mientras que la COX-2 se produce tempranamente
y de forma masiva por las células inflamatorias e inmunes; por tal
razon, la segunda es la de interés para este trabajo (Koyama J., 2000 y
Alvarez G., 2013). El conocimiento de estas isoenzimas es importante
para el manejo farmacologico de la inflamacion con antiinflamatorios no
esteroideos, ya que estos medicamentos inhiben dichas enzimas. Los
medicamentos que inhiben exclusivamente la COX-2 son Uutiles para el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias cronicas, ya que no
inhiben la COX-1 y por lo tanto, no se altera la proteccion de la mucosa
gastrica y no se genera gastropatia. Las prostaglandinas se clasifican
en diversas series segun sus caracteristicas estructurales y se codifican
por una letra (PGD, PGE, PGF, PGG y PGH) y por un subindice numérico,
que indica el numero de los dobles enlaces del compuesto. Una de las
prostaglandinas mas importantes en la inflamacion es la PGE, ya que
participa en la patogenia del dolor y la fiebre durante la respuesta
inflamatoria (Bernadette F. y Rodak, 2005; Rang H. y col., 2008;
Alvarez G., 2013). Son sustancias de caréacter lipidico que juegan un
papel de mediadores celulares en la respuesta inflamatoria. La presencia
de prostaglandinas también se ve reflejada cuando la PGD, (Figura 7.)
actua sobre las células endoteliales de vasos sanguineos, provocando

vasodilatacion y aumento de permeabilidad con una llegada de mayor
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flujo de sangre a la zona dafada. Produce quimiotaxis de eosindfilos,
baséfilos y linfocitos T. También actla sobre células musculares lisas
estimulando su contraccion (SIIC, 2002). Se destaca participacion de la
PGIl,, actuando como un poderoso vasodilatador e inhibiendo Ila

agregacion plaquetaria. (Diaz P. y col., 2009)

OH

O

Figura 7. Prostaglandina PGD2. Medicina molecular en linea.

Se describe de manera general a la COX como una enzima que limita la
tasa de produccion de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TxB) a
partir de acido araquidoénico libre (Diaz P. y col., 2009). La isoenzima
COX-2 es inducida en células inflamatorias en respuesta a citocinas
como: TNF-q, factores de crecimiento, entre otras y produce mediadores

de la inflamacion como: prostanoides (Anton A, 2009).

Recalcamos la importancia de la COX-2 para este trabajo, debido a que
es inducida en respuesta a citocinas proinflamatorias TNF-a. La COX-2,
no suele estar presente en la mayoria de las células, pero una fuerte
regulacion le permite ser rapidamente expresada en respuesta a sefales

relacionadas con el crecimiento. Esté rapido incremento en la expresion
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resulta en un aumento en la sintesis de prostaglandinas asociadas con la
modulaciéon de la inflamacion (Bernadette F. y Rodak, 2005; Moore P.,
2008; Antén A, 2009). Puesto que COX- 2 es una sintetasa de
prostaglandinas, la consecuencia mas obvia de la sobre expresién de
COX-2 es el aumento en la produccién de prostaglandinas, niveles altos
de COX-2 pueden contribuir a la carcinogénesis modulando el
metabolismo xenobidtico, apoptosis, vigilancia inmune y angiogénesis

(Katzun y Bertram, 2007).

2.6.3 Via de la lipooxigenasa

Describimos de manera general, que los productos iniciales por esta via,
son generados por tres lipooxigenasas diferentes; que estan presentes
solo en algunos tipos celulares. EI metabolismo del acido araquidonico
por via de la 5-Lipooxigenasa da como resultado la produccion de acidos
hidroperoxieicosatetraenoicos los cuales rapidamente se convierten en

Leucotrienos (Almeida E., 2002 y Alvarez G., 2013).

Para la reparacion de una herida, hoy en dia se utilizan alternativas para
coadyuvar este proceso. Entre las diferentes opciones, encontramos el
uso de medicamentos como son: antibioticos, antiinflamatorios,
analgésicos, cicatrizantes, regeneradores tisulares o0 remedios
herbolarios. El objetivo de la mayoria de estos tratamientos, se basa en
la regulacion de los diferentes moduladores quimicos que participan en
una respuesta inflamatoria. En este trabajo se utiliz6 un tratamiento
fitoterapéutico, con base al uso del extracto acuoso de la hoja de

zarzamora (Rubus fructicosus),; por sus propiedades ya conocidas.
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2.7 Producto natural utilizado

La fitoterapia, es el nombre que recibe el estudio profundizado del uso
de las plantas con fines terapéuticos. A través de la historia se sabe,
que desde tiempos antiguos, el uso de plantas medicinales; ha sido
exitosa. Sin embargo se requiere validar los beneficios y efectos de las
propiedades medicinales de las plantas, a través de métodos cientificos
(Ancheta y Guzméan 2011).

2.7.1 Zarzamora o zarza (Rubus fructicosus)

El género Rubus, es uno de los géneros con mayor nidmero de especies,
aproximadamente 750; en Meéxico se han descrito 28 especies del
género y algunas de ellas son endémicas (Espinosa, 2011);
encontrandose localizadas en zonas boscosas del centro y sur del pais
(L6bpez, 2009). La planta de zarzamora (Rubus fructicosus); ha sido
usada en la medicina tradicional griega, china, mexicana y en otras
partes del mundo. Los extractos tanto de hojas como de frutos, de la
planta de zarzamora se han utilizado para el tratamiento de varias
enfermedades (Espinosa, 2011), como la diabetes mellitus, reumatismo,
hemorroides; entre otras; gracias a su actividad terapéutica astringente,
hipoglucémica, antiinflamatoria, y antioxidante; entre las mas

mencionadas en la literatura (Cai et al., 2012).

Ya que se sabe, que la hoja de esta planta, posee un efecto
antiinflamatorio; la investigacion consiste en indagar si existe un posible
efecto al usar como tratamiento, el extracto acuoso de la hoja de
zarzamora; sobre la expresion de proteinas involucradas en una

respuesta inflamatoria como son: TNF-a, IL-1B y COX-2 (Figura 8.)
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Figura 8. Hoja de zarzamora (Rubus fructicosus). Vicentz F., 2007.

2.7.2 Principios activos

La caracterizacion fitoquimica reportada en la literatura, nos describe
que la hoja de zarzamora contiene una diversidad de bioactivos, como
son: terpenos, alcaloides, esteroles y compuestos fendlicos. La
investigacion de esta tesis se enfoca en el ultimo grupo; debido a que en
una gran cantidad de reportes cientificos han sido sefialados como los
principales responsables de los efectos terapéuticos de nuestro interés:
antiinflamatorio y antioxidante. Estas dos propiedades terapéuticas nos
describen la relacibn que existe entre los compuestos fendlicos
presentes en la hoja de zarzamora y su efecto implicado en la expresion
de proteinas caracteristicas en una respuesta inflamatoria (TNF-a, IL-1f
y COX-2)(Cruz M., 2013; Muhammad Z., 2014).

2.7.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles, constituyen uno de los grupos
de metabolitos secundarios mas numerosos y ubicuos de las plantas. Asi
estos compuestos son considerados esenciales para su fisiologia
(Granado, 2010; Cruz M, 2013).
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Estructuralmente, los compuestos fendlicos son derivados del benceno
con uno o0 mas grupos hidroxilo sustituyentes (Figura 9.),
frecuentemente acompafados de sustituciones funcionales, como:
ésteres, glicésidos y otros; lo que los hace ser solubles en agua;

localizandose en las vacuolas (Wang y col., 2008; Cuevas R., 2011).

OH OH

Figura 9. Estructura basica de los compuestos fendlicos. Cruz M., 2013.

Sobre la base de sus propiedades estructurales, generalmente los
compuestos fendlicos se clasifican en: &acidos fendlicos, flavonoides
(isoflavonas, flavanos, flavonoles, flavanoles y antocianidinas),
cumarinas, estilbenos, diferuloilmetanos, ligninas y taninos (Paredes-
Lopez y col., 2010; Wu-Yang Yy Yi-Zhong, 2010). Se han descrito, mas
de 8,000 polifenoles distintos que pueden clasificarse en una gran
variedad de grupos en funcion del numero de anillos fendlicos que
contienen y el tipo de sustituyente unido a estos anillos (Cuevas R.,
2011 y Cruz M, 2013).

Las propiedades y efectos de importancia médica para esta investigacion
son: el efecto antiinflamatorio y antioxidante. Estas dos propiedades
involucran los mecanismos necesarios para poder coadyuvar la

regulacion de una respuesta inflamatoria.
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2.7.4 Propiedad antioxidante

La capacidad antioxidante de Rubus fructicosus, se debe principalmente
a las propiedades o6xido-reduccion de sus compuestos fendlicos, por lo
que pueden desempefiar un papel importante en la absorcién vy
neutralizacion de radicales libres. La accion antioxidante de los
compuestos fendlicos incluye la supresiobn de la enzima COX-2 y
oligoelementos que participan en la produccion de radicales libres. Los
antioxidantes pueden reaccionar con los radicales, convirtiéndose en
otro radical, pero estas moléculas son relativamente mas estables en
presencia de otro radical libre; a consecuencia, atrapan los radicales y
detienen las reacciones en cadena, evitando dafos a nivel celular y
disminuyendo un estrés oxidativo. Es importante mencionar que al
existir una situacion de estrés oxidativo, se estimula y provoca una
amplificacion de la liberacion de citocinas proinflamatorias (TNF-a e IL-
1B). Todo en conjunto puede ocasionar un desequilibrio redox en células
del sistema inmunitario; induciendo una respuesta inflamatoria cronica
(Cuevas R., 2011; Alvarez G., 2013). La relativa estabilidad de los
antioxidantes que contienen radicales con electrones desapareados es
generalmente el resultado de la presencia de enlaces conjugados y un
electron desapareado que pudiera estar deslocalizado. Los compuestos
fendlicos, son antioxidantes muy efectivos por la deslocalizacion de sus
electrones. La quercetina y catequina son los flavonoides que presentan
una mayor actividad antioxidante; sus propiedades estructurales son
responsables de una accidon inhibitoria contra los radicales hidroxilo y
superoxido, que son los principales inductores de la peroxidacion de

lipidos. A consecuencia de lo descrito anteriormente, resultan ser
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eficaces en la inhibiciéon de los procesos de peroxidacion lipidica de los

fosfolipidos de membrana (Diaz y col., 2010).

2.7.5 Efecto antiinflamatorio

Es muy conocida la relacion existente entre el estrés oxidativo y las
enfermedades inflamatorias (Herencia et al., 2001; Ballester E., 2006).
La reaccion inflamatoria se caracteriza por la hiperproduccién de
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno; agentes oxidantes que
pueden desencadenar por si solos una respuesta inflamatoria. Los
antioxidantes como los flavonoides que se encuentran en el extracto de
la hoja de zarzamora, también presentan un efecto antiinflamatorio.
Este se relaciona en parte por su actuacion sobre las enzimas implicadas
en el metabolismo del acido araquidonico: Ciclooxigenasa Yy
lipooxigenasa. Se describe que el grupo fendlico de los curcuminoides,
presentan un efecto antiinflamatorio, por el efecto inhibidor que ejercen
sobre el metabolismo del acido araquidonico asi como tener la capacidad
de inhibir la produccion de mediadores de la inflamacion como TNF-a
(Meza M. y col. 2000; Shishu y col., 2008). Otro mecanismo por el cual
actuan los compuestos fendlicos, como agentes antiinflamatorios, se
relaciona con la demostracion de que los flavonoides polihidroxilados
inhiben preferentemente la enzima 5-LOX y los menos hidroxilados
inhiben la COX-2, destancando que existen estudios reportados, que
apuntan a un efecto inhibidor preferentemente de la COX por parte de
las flavonas (Kim et al., 2004; Ballester E., 2006). En la literatura se
reportan estudios, donde se habla del papel inhibitorio de los
compuestos fendlicos, en la sintesis de mediadores inflamatorios como
los son especificamente el TNF-a y la IL-1B; entre la variedad de

mecanismos, se conoce la capacidad que tienen los flavonoides en
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inhibir la actividad de la fosfodiesterasa; la cual esta relacionada con la
inhibicion de la produccion de citocinas, debido a que la fosfodiesterasa
modula la concentracion del adenosin monofosfato ciclico (AMP;) en
células inflamatorias, reduciendo la activacion celular y la liberacion de

estas (Goodman y Guilman, 2012).

Ambas propiedades terapéuticas, tanto la capacidad antiinflamatoria
como la antioxidante principalmente de los flavonoides, también se ha
correlacionado con la reduccion de la activacion del factor nuclear de
transcripcion (NF-kB), que desempefia un papel importante en la
inflamacion a través de la regulacion de genes que codifican para
citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1B, moléculas de adhesion,
factores de crecimientos y enzimas inducibles como la COX-2 y la iINOS
(Ballester E., 2006). De manera particular se ha descrito que el polifenol
epigalocatequina-3 galato (EGCG), inhibe la expresion génica de las
citocinas proinflamatorias ya mencionadas, debido a que ejerce una
accion directa o indirecta sobre NF-kB, regulando asi la inflamacion.
También se conoce que los polifenoles pueden inducir la produccion de
sirtuina 1, la cual es capaz de regular la funcion de NF-kB, lo que resulta
beneficioso para reducir los efectos negativos de la inflamacion. Entre
los polifenoles activadores de la sirtuina-1 destaca el resveratrol
(Suganuma M. y col., 2000; Diaz y col., 2010; Goodman y Guilman,
2012; Alcolea M. y Kaliman, 2015).

Asi a través de una gran variedad de mecanismos de acciéon, los
compuestos fendlicos interfieren en la expresion, produccion y funcion
de las citocinas TNF-a e IL-1B y la enzima COX-2; ejerciendo con esto
una excelente actividad antiinflamatoria (Muhammad y col., 2014;

Mufoz, 2014; Juarez, 2015; Aguilera y Reza, 2011; Cruz, 2013).
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inflamacién es una respuesta protectora, cuyo principal objetivo es
liberar al organismo del elemento causante del dano celular y de las
consecuencias de ese dafo. Sin la inflamaciéon, las infecciones se
diseminarian y las heridas nunca cicatrizarian. Por otro lado, la
inflamacion no curada adecuadamente es la base de las reacciones de
hipersensibilidad y enfermedades inflamatorias crdénicas. Durante una
respuesta inflamatoria, existe la liberacion de sustancias mediadoras de
diferentes funciones, entre las principales estan; las citocinas
proinflamatorias (TNF-a e IL-1B) y la enzima COX-2. Estos mediadores
contribuyen principalmente a la aparicion de las manifestaciones

indicativas de una respuesta inflamatoria.

La actividad antiinflamatoria en la actualidad, ha despertado un gran
interés dentro del area de investigacion fitoquimica; debido a la
capacidad que han presentado ciertos compuestos bioactivos de origen
vegetal, en bloquear la respuesta inflamatoria mediante diferentes
mecanismos de accion. Por lo tanto este trabajo tiene el interés de
determinar por densitometria Optica mediante la técnica de
inmunofluorescencia, la presencia de proteinas moduladoras de una
respuesta inflamatoria, como son: TNF-a, IL-1B y COX-2; en muestras
de piel lesionada de rata previamente tratadas fitoterapéuticamente con
el extracto acuoso de la hoja de zarzamora (Rubus fructicosus), debido

a la propiedad antiinflamatoria que esta planta posee.
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4.- OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

- Determinar la presencia de los marcadores TNF-a, IL-1B y COX-2,

relevantes en la inflamacion, de un proceso cicatrizante.

4.2 Objetivos Particulares

- Determinar la presencia de las proteinas TNF-a, IL1-f y COX-2; en
muestras con dafo tisular, previamente tratadas con el extracto acuoso

de la hoja de zarzamora (Rubus fructicosus).

- Realizar un comparativo de la presencia de los marcadores TNF-a, IL-
1B y COX-2, entre las muestras previamente tratadas con el extracto
acuoso de la hoja de zarzamora (Rubus fructicosus), las muestras de la
herida sin tratamiento (control) y las muestras tratadas con el producto

comercial cicatricure® (control positivo).
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5.- HIPOTESIS

Dado que el extracto acuoso de la hoja de zarzamora (Rubus
fructicosus) ejerce un efecto antiinflamatorio, se espera por lo tanto una
disminucion de la expresion de los principales marcadores de la

inflamacién como son TNF-q, IL-1B Y COX-2, en las muestras evaluadas.
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6.- METODOLOGIA

Los bloques de parafina con los tejidos de piel previamente tratados con
el extracto acuoso de la hoja de zarzamora y el producto comercial
cicatricure® (control positivo), asi como el control intacto; fueron
proporcionadas por la Dra. Teresa Neri y la Dra. Ruth Bustamante. Las
muestras correspondientes a tejido de piel, fueron obtenidas de un
estudio anterior “Evaluacién del efecto cicatrizante del extracto acuoso
de la hoja de zarzamora (Rubus fructicosus) en ratas cepa Wistar y
realizacion de histopatologia” (Juarez 2015). Estas muestras
corresponden a tejido de piel de rata con induccion de herida, que
fueron tratadas cada 24 horas por 8 dias, después de haber lesionado la
piel. Los tratamientos fueron con: producto comercial (cicatricure®)
como control positivo y el extracto acuoso de la hoja de zarzamora
(Rubus fructicosus) a 10 y 100mg/mL; por via tépica. Las muestras

fueron facilitadas por la QFB. Laura Juarez.
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6.1 Inmunofluorescencia

Se evallo la expresion de las proteinas TNF-a, IL-18 y COX-2 mediante
la medicién de la densidad Optica para cada muestra, a través de la
técnica de Inmunofluorescencia; con la finalidad de realizar un
comparativo de los diferentes tratamientos realizados previamente en
muestras de piel de rata de la cepa Wistar. De manera general se

describe el procedimiento seguido para todas las muestras.
- Desparafinacion-Hidratacion de las muestras

En la primera fase experimental, se realiz6 la desparafinacion de las

muestras de los cortes tisulares, para poder trabajarlas adecuadamente.
- Recuperacion Antigénica

La recuperacion antigénica se realizo a través de la incubacion con calor.
- Bloqueo de sustancias enddégenas

Se realiz6 el bloqueo de sustancias enddgenas que pudieran interferir en
los resultados, agregando a las muestras, Solucion de blogqueo de

peroxidasas, albumina sérica (BSA) y Suero Normal de Cabra (Snc).
- Aplicacion de Anticuerpos

El anticuerpo primario puede estar en contacto con la muestra entre 1 y
72 horas, dependiendo del grosor de los cortes, el grado de hidratacion,
el anticuerpo empleado y la afinidad. Para la aplicacion de los
anticuerpos se recomiendan temperaturas bajas (4°C) para
incubaciones largas (>12horas) y a temperatura ambiente o 37°C para
incubaciones cortas. Los anticuerpos primarios, que se utilizaron, fueron

comerciales y especificos para cada proteina: anti-(TNF-a), anti-(IL-1B)
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y anti-(COX-2); diluidos 1:200 en PBS. Al dia siguiente de la incubacion,
se concluyo el procedimiento con la colocacion del anticuerpo secundario
(a-conejo), diluido 1:500 en PBS, marcado con el colorante fluorescente

Alexa fluor con una emisién de 488nm.

- Dejar secar el sellado de laminillas y observar al microscopio.

6.2 Analisis Microscopico

El analisis se llevdé a cabo en el microscopio de epifluorescencia marca
Zeiss. Al observar las muestras se realizaron tomas fotograficas en
aumentos de 40X, en el canal 1 (color verde) que permite observar el
colorante fluorescente Alexa fluor con una emision de 488nm, y en el
canal 3 (colores, verde, azul y rojo) permitiendo observar ademas del
color verde inducido por Alexa fluor; el color azul emitido por el
colorante Hoechst con una longitud de onda de 461nm; que nos permite

tener un contraste para la identificacion de las proteinas.

La densitometria Optica, es una técnica que permite medir la cantidad
de luz que absorbe un material, para determinar cuantitativamente y
objetivamente la presencia de determinadas proteinas. Se basa en
medir la densidad Optica en cada region de una muestra observada al
microscopio (Lopez P., 2011). Una vez obtenidas las imagenes de cada
muestra, se realiza la densitometria 6ptica de 3 campos por muestra,
para cada una de las proteinas (TNF-a, IL-1B y COX-2), mediante el

programa Chemi Imager 4400.
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6.3 Analisis Estadistico

Por el nimero de tratamientos evaluados se realiz6 la prueba estadistica
paramétrica, ANOVA de una via para cada proteina, estableciendo
diferencias significativas si p<0.05. Para el caso donde no se
encontraron diferencias significativas pero notables tendencias, se utilizé
una prueba t-student para los diferentes tratamientos. Se grafican los
resultados obtenidos de las densitometrias 6pticas, para cada proteina
(TNF-a, IL-1B8 y COX-2), empleando el programa estadistico SIGMAPLOT

version 11.0.




Tewttad de Qvimica

6.4 Diagrama de flujo

Figura 10. Diagrama de flujo. Determinacién de las proteinas TNF-a, IL-1B y COX-2,
por Inmunofluorescencia.
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7-. RESULTADOS

En la Tabla 3, se observan las imagenes de las inmunofluorescencias,
para cada uno de los diferentes tratamientos a 40 aumentos. Cada una
de las imé&genes nos permite observar la presencia de la proteina TNF-q,
mediante la coloracion verde fluorescente del anticuerpo secundario
marcado con Alexa fluor. También se visualizan las mismas imagenes
con un contraste de fluorescencia azul emitido por el colorante Hoechst,
permitiendo ubicar los nucleos celulares y asi poder observar la

distribucién de la proteina en cada una de las muestras.

La diferente fluorescencia que emiten los colorantes Alexa fluor
(marcaje) y Hoechst (contraste), permite observar una mayor expresion
de la proteina en las muestras tratadas con el extracto acuoso de la hoja
de zarzamora a 100mg/mL y las muestras del control del positivo, en
comparacion a la expresion de la proteina en la muestra control (herida
sin tratamiento). Sin embargo para las muestras tratadas con el
extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10mg/mL, se observa una
disminucion de la fluorescencia, con respecto a la fluorescencia emitida
en las muestras control. Esta observacion hace referencia a que existe
una menor presencia de la proteina, en las muestras con el tratamiento
de extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10mg/mL vs los otros

tratamientos.
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Tabla 3. Determinacion microscopica de TNF-a para los diferentes tratamientos

evaluados. EEAF=Espectro de emision Alexa fluor, 488nm. EEH=Espectro de
emision Hoechst, 461nm. 40x=40 aumentos.

TNF- a
EEAF 40X EEH 40X

Tratamiento Observaciones

Se evidencia la
presencia de
TNF-a, con
coloracion
fluorescente
verdosa.

Control herida sin
tratamiento

El contraste nos
permite observar
una
concentracion
mayor de la
proteina con
respecto al
control.

Cicatricure

La presencia de
la proteina
implicada se
encuentra en
menor cantidad
con respecto al
control.

Extracto acuoso de la
hoja de zarzamora
10mg/mL

Se observa que
la expresion de
TNF-a es mayor

Extracto acuoso de la
hoja de zarzamora

con respecto a
100mg/mL los dgmés
tratamientos.
CUNTN

) ~—~
(/)/(( ina O
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En la Figura 11. Se muestran las densitometrias Opticas obtenidas, para
determinar la presencia de la proteina TNF-a. Para la evaluacion de las
densitometrias 6pticas de cada uno de los tratamientos, se utilizé la
prueba estadistica ANOVA de una sola via; resultando una p<0.05,
p=0.012, lo cual constata diferencias significativas entre los
tratamientos. Sabiendo que el promedio de la densidad 6ptica +E.E., es
proporcional a la presencia de la proteina TNF-a, en los diferentes
tratamientos evaluados; se observa mayor presencia de TNF-a en las
muestras tratadas con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora a
100mg/mL (EA100mg/mL), en comparacion a la muestras control.
También se observa una menor presencia de TNF-a, en las muestras
tratadas con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10mg/mL
(EA10mg/mL), con respecto al control positivo. Posteriormente se
realizaron a través del método de Dunnett, las comparaciones multiples
de los distintos tratamientos vs la muestra control, no obstante no hubo

diferencias significativas.
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Figura 11. Presencia de la proteina TNF-a. Cada barra representa la media de
la densidad Optica +E.E., P<0.05, respecto a los campos medidos de las
muestras a diferentes tratamientos. (Control de herida sin tratamiento,
Cicatricure, Extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10 y 100mg/mL).
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En la Tabla 4, se muestran las fotografias de los cortes histolégicos
observados al microscopio a 40 aumentos. Las densitometrias Opticas de
las imagenes, se analizaron en el programa Chemi Imager 4,400 para
cada uno de los tratamientos con el extracto acuoso de la hoja de
zarzamora y los controles. En las imagenes se observa la presencia de la
proteina IL-1B, mediante la coloracion fluorescente verdosa del
anticuerpo secundario marcado con Alexa fluor; y el contraste de
fluorescencia azul emitido por el colorante Hoechst, permitiendo tener

una mejor visualizacion de la proteina en cada una de las muestras.

De manera global, en las fotografias microscopicas se puede presenciar
una mayor expresion de la proteina IL-1B, en las muestras del control
positivo (cicatricure®); en comparacion con las imagenes de los
tratamientos restantes, incluidas las muestras del control (herida sin
tratamiento). De manera que para los tratamientos con el extracto
acuoso de la hoja de zarzamora a 10 y 100mg/mL, se hace alusion de

una menor presencia de proteina.
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Tabla 4. Determinacién microscoépica de IL-1p para los diferentes tratamientos

evaluados. EEAF=Espectro de emision Alexa fluor, 488nm. EEH=Espectro de
emision Hoechst, 461nm. 40x=40 aumentos.

IL-1B

Observaciones
EEAF 40X EEH 40X

Tratamiento

El contraste nos
permite observar
poca presencia
de la proteina IL-
1B en el corte
tisular.

Control herida sin
tratamiento

La fluorescencia
verde indicativa
de la expresion
de la proteina, es
mayor con
respecto al
control.

Cicatricure

Extracto acuoso de la
hoja de zarzamora
10mg/mL

Se evidencia

menor presencia

de la proteina
IL-1B

Se manifiesta
menor cantidad

Extracto acuoso de la de proteina en la

hoja de zarzamora

muestra, con
100mg/mL respecto a la
muestra de
cicatricure®
CUNTN
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En la Figura 12. Se observan las medias de la densidad Optica £E.E., de
los diferentes tratamientos. Estadisticamente se evaluaron las
densitometrias Opticas a través de la prueba ANOVA de una sola via con
p>0.05, p=0.198; lo cual afirma que no hay diferencias significativas
entre los tratamientos. Sin embargo el grafico permite mostrar que
existe tendencia de una menor presencia de la proteina proinflamatoria
IL-1B, en las muestras tratadas con el extracto acuoso de la hoja de
zarzamora a 10 y 100mg/mL, con respecto a las muestras del control
positivo (cicatricure®). Por tal razén se consideré oportuno realizar en
test estadistico t-student, entre ambos tratamientos descritos,
obteniendo asi una t=4.754 y una p<0.05, p=0.042; indicando que si

existe una diferencia significativa entre los dos tratamientos evaluados.
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Figura 12. Presencia de la proteina proinflamatoria IL-1B. Cada barra
representa la media de la densidad 6ptica £E.E., P>0.05; con respecto a los
campos medidos de las muestras a diferentes tratamientos. (Control herida sin
tratamiento, Cicatricure, Extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10 y
100mg/mL).

*Se realiz6 test estadistico t-student, entre ambos tratamientos,
obteniendo una p<0.05; lo que confirma que existe una diferencia
significativa.




Tacultad de Q)///}///'(w

En la Tabla 5. Se muestran las fotografias microscépicas a 40 aumentos
de las inmunofluorescencias para la proteina COX-2, de cada uno de los
tratamientos y controles. La fluorescencia que se puede observar en las
imagenes, se debe al anticuerpo secundario marcado con Alexa fluor, asi
como la fluorescencia de contraste, que nos facilita la identificacion de la
proteina; esto gracias al colorante Hoechst que tifie de azul los nucleos
celulares, permitiendo evidenciar la distribucion de COX-2 en cada

muestra.

La fluorescencia emitida en la muestra control de herida sin tratamiento,
es de mayor intensidad, en comparacion a la fluorescencia emitida en
las imagenes de los otros tratamientos evaluados y el control positivo
(cicatricure®). Por lo cual se ingiere, que en el control positivo y las
muestras tratadas con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10
y 100mg/mL, existe una menor presencia de la proteina COX-2; ya que
la fluorescencia emitida, es directamente proporcional a la expresion de

la proteina en la muestra.
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Tabla 5. Determinacibn microscopica de COX-2 para

tratamientos evaluados.

los diferentes

EEAF=Espectro de emision Alexa fluor, 488nm.

EEH=Espectro de emision Hoechst, 461nm. 40x=40 aumentos.

Tratamiento

COX-2

EEAF 40X

Control herida sin
tratamiento

Cicatricure

Extracto acuoso de
la hoja de
zarzamora
10mg/mL

Extracto acuoso de

EEHD 40X

Observaciones

La expresion de la COX-
2 es altamente
evidenciada en toda la
muestra de color verde
fluorescente.

Es ampliamente notable
la emision verdosa
indicativa de la
presencia de la
proteina, sin embargo
es menor con respecto
al control.

La expresion de la COX-
2, es menor con
respecto al control.

) Se presencia una baja
zI:r’;gJ:) (:_2 concentracién de
100mg/mL proteina en el tejido.

CUNTN
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En la Figura 13. Se observa el grafico de las densitometrias 6pticas,
para determinar la presencia de la proteina COX-2, en muestras con
diferentes tratamientos. Las densitometrias Opticas se evaluaron,
mediante la prueba estadistica ANOVA de una sola via, con una p>0.05,
p=0.156; estimando que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos realizados. Sin embargo, se visualiza que existe tendencia
a una menor presencia de la proteina COX-2, en los tratamientos con el
extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10 y 100mg/mL, vs el control

(herida sin tratamiento).
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Figura 13. Presencia de COX-2. Cada barra representa la media de la densidad
OpticaxE.E., P>0.05; con respecto a los campos medidos de las muestras a
diferentes tratamientos. (Control herida sin tratamiento, Cicatricure, Extracto
acuoso de la hoja de zarzamora a 10 y 100mg/mL).
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8.- DISCUSION

En la piel, la reparacion de los tejidos y la curacion de heridas, son
procesos complejos, en los que estan implicados una gran variedad de
fendmenos; entre los que destaca la inflamacion, debido a que es la
primera respuesta del sistema inmune ante cualquier dafo. En
respuesta al dafio del tejido u 6rgano, se inicia la activaciéon de cascadas
de sefales quimicas en diferentes células, produciendo la expresion de
proteinas como TNF-a, IL-1B y COX-2. La presencia de estas proteinas
es importante, puesto que una de sus principales funciones, es la de
modular la respuesta inflamatoria del organismo; con el fin de proteger

y aliviar la zona afectada (Hotamisligil, 2006).

Con respecto a la hoja de la planta de zarzamora (Rubus fructicosus), se
tiene el conocimiento, que posee un conjunto de propiedades
terapéuticas; las de interés para este trabajo son: su efecto
antiinflamatorio y antioxidante. A través de multiples investigaciones
fitoquimicas se han podido identificar de manera adecuada, los
componentes de la hoja de la planta de zarzamora; esto ha permitido
comprender los mecanismos de accion probablemente involucrados en
las actividades biolégicas y farmacologicas que se le atribuyen
(Muhammad Z., 2014). Los componentes bioactivos responsables de su
efecto terapéutico antiinflamatorio y antioxidante, son sus compuestos
fendlicos; dichos compuestos actian por una gran variedad de
mecanismos de accion (previamente mencionados en los antecedentes).
Entre los mecanismos de accion mas reportados en la literatura, se hace
hincapié, en la capacidad de inhibir las citocinas proinflamatorias TNF-a
e IL-1B; asi como el efecto inhibidor sobre el metabolismo del acido

araquidoénico, aunado por lo tanto a la inhibicibn de una importante
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enzima sintetasa de prostaglandinas, llamada COX-2. Por lo descrito
anteriormente se puede decir, que la accion de los compuestos fendlicos
de la hoja de la planta de zarzamora, pudieran estar relacionados

directamente en la regulacion de una respuesta inflamatoria.

Esté trabajo se enfocdé en la determinacion de la presencia de
importantes proteinas reguladoras de una respuesta inflamatoria, que
son TNF-a, IL-1B y la enzima COX-2; en muestras de piel de rata con
induccion a herida, tratadas con el extracto acuoso de la hoja de
zarzamora a diferentes concentraciones. De acuerdo a los resultados
obtenidos en las inmunofluorescencias de las densitometrias Opticas de
todas las muestras, que se analizaron con el test estadistico ANOVA de
una via, para cada proteina en los diferentes tratamientos evaluados;
control (herida sin tratamiento), control positivo (cicatricure®) vy
extracto acuoso de la hoja de zarzamora a las concentraciones de 10 y

100mg/mL. Se determind lo siguiente:

Con base a los resultados para la proteina proinflamatoria TNF-a; se
encontré que existen diferencias significativas entre los tratamientos del
extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10mg/mL y el control
positivo (cicatricure®). La presencia de la proteina TNF-a fue menor en
las muestras con tratamiento de extracto acuoso de la hoja de
zarzamora a 10mg/mL en comparacion al control positivo. Por lo tanto
el tratamiento con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora a
10mg/mL, para esta proteina resulto eficaz. Entre los compuestos
fendlicos que tiene la hoja de la planta de zarzamora, que se sabe,
tienen la capacidad de inhibir directamente esta proteina, destacan los

flavonoides y las cumarinas.
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En cuanto a los resultados para la proteina proinflamatoria IL-13; hubo
diferencias significativas entre el tratamiento con el extracto acuoso de
la hoja de zarzamora a la concentracion de 100mg/mL, y el control
positivo (cicatricure®). Sin embargo también se observé la tendencia de
una disminucion de IL-1[3, entre el tratamiento de extracto acuoso de la
hoja de zarzamora a la concentracion de 10mg/mL con respecto al
control positivo. Siendo asi podemos afirmar que los mejores
tratamientos fueron los llevados a cabo con el extracto acuoso de la
hoja de zarzamora, debido a que la presencia de la proteina IL-1B fue
menor. En relacion con los componentes bioactivos de la hoja de
zarzamora, particularmente la epigalocatequina y las cumarinas, son

inhibidores de la produccion de IL-1 (Ellis L. y col., 2011).

En el caso de los resultados obtenidos para la proteina COX-2; no hubo
diferencias significativas entre los diversos tratamientos evaluados; sin
embargo se observo la tendencia de una menor presencia de la proteina
COX-2, en los tratamientos con el extracto acuoso de la hoja de
zarzamora a las concentraciones de 10 y 100mg/mL con respecto al
control (herida sin tratamiento). Esta tendencia, permite mostrar el
efecto antiinflamatorio que el extracto acuoso de la hoja de zarzamora

ejerce sobre el tipo de muestra (lesion en piel).

Teniendo en cuenta los resultados de forma individual para cada
proteina, por consiguiente podemos hacer referencia; de que, el
tratamiento con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora a la
concentracion de 10mg/mL, resulta mas eficaz en la disminucién de la
expresion de la proteina TNF-a, en comparacion con las otras proteinas
que son: IL-1B y COX-2. Asi como el tratamiento con el extracto acuoso

de la hoja de zarzamora a la concentracion de 100mg/mL, obtuvo un
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mejor efecto sobre la expresion de la proteina IL-13, con respecto a las

proteinas TNF-a y COX-2.

Cuando se produce wuna excesiva cantidad de mediadores
proinflamatorios, que apocan la respuesta antiinflamatoria, el resultado
seria una progresiva respuesta inflamatoria sistémica, con fracaso
multiorganico. Por el contrario, una respuesta antiinflamatoria excesiva
causaria inmunosupresion, que también seria considerada causa de fallo
multiorganico (Duran G. y col., 2002). A medida de que exista una
respuesta inflamatoria debidamente regulada, menos es la probabilidad
de que se genere una falla organica en el organismo. Por lo tanto una
menor presencia de las proteinas TNF-qa, IL-1B8 y COX-2 en las muestras
tratadas con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora a diferentes
concentraciones, en comparacion con la presencia de las mismas
proteinas en los controles manejados; es indicativo que se esta
ejerciendo un aporte benéfico sobre la regulacion de la respuesta

inflamatoria de la herida.

Debido a las determinaciones de la presencia de las proteinas TNF-a, IL-
1B y COX-2 llevadas a cabo en este trabajo, al menos uno de los dos
tratamientos evaluados con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora,
presentdé un buen efecto antiinflamatorio en comparacion con los
controles; y ya que se conoce que los compuestos fendlicos de la hoja
de zarzamora, le confieren la capacidad de inhibir las proteinas TNF-q,
IL-18 y COX-2 (reguladoras de una respuesta inflamatoria), por esta
razéon; el uso del extracto acuoso de la hoja de zarzamora, resulta ser
efectivo para coadyuvar el tratamiento para la cicatrizacion de una

herida.
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9.- CONCLUSIONES

- Las lesiones bajo el tratamiento de extracto acuoso de la hoja de
zarzamora a 10mg/mL, presentaron una mayor tendencia en disminuir
la expresion de la proteina proinflamatoria TNF-a; con respecto a las
otras proteinas determinadas (IL-1 y COX-2), en funcion de las

densidades 6pticas obtenidas.

- En funcién de las densidades Opticas obtenidas; las muestras con el
tratamiento de extracto acuoso de la hoja de zarzamora a la
concentracion de 100mg/mL, presentaron mejor efecto antiinflamatorio
al disminuir la expresion de IL-13; con respecto al efecto que se obtuvo
sobre TNF-a y COX-2.

- En la determinacion de la presencia de COX-2 con base en las
densidades Opticas, se obtuvo buen resultado en las muestras tratadas
con el extracto acuoso de la hoja de zarzamora a 10 y 100mg/mL, al
tener una disminucion en la presencia de la enzima COX-2 en
comparacion a los controles. Sin embargo los tratamientos con el
extracto acuoso de la hoja de zarzamora, dieron un mejor resultado

para las proteinas TNF-a e IL-1pB.
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