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Resumen

Introduccién: Las xantonas son una subclase de polifenoles sintetizados por plantas,
presentan un esqueleto triciclico con sustituyentes especificos que le confieren propiedades
antioxidantes y aintiinflamatorias. Las células de Schwann son células gliales presentes en
el Sistema Nervioso Periférico (SNP) que participan en la respuesta inflamatoria. El receptor
de hidrocarburos de arilo (AhR) es un factor de transcripcion dependiente de ligando,
involucrado en el metabolismo de xenobidticos y respuesta inmune. La estructura molecular
de las xantonas sugiere que podrian ser ligandos de AhR; por lo tanto, la a-mangostina

pudiese ser un ligando de AhR.

Objetivo: Determinar si la xantona a-mangostina modifica la expresion y localizacion del
AhR en células de Schwann S16.

Material y Métodos: Se utilizaron células de Schwann de nervio cidtico de Rattus
norvegicus (S16, ATTC), apartir de las cuales se establecié el cultivo celular para el
desarrollo del estudio. Posteriormente se determiné la citotoxicidad de a-mangostina en
concentraciones de 1, 2.5, 5y 10 uM con ensayos de MTT en tiempos de incubacién de
24 hy 48 h. Por consiguiente, para observar el efecto de AhR producido por a-mangostina
sobre la expresién y localizacién de AhR se realizé la técnica de inmunofluorescencia.

Resultados: Las a-mangostina a la concentracién de 10 uM en tiempos de incubacion de
24 h y 48 h produce un efecto toxico en células de Schwann S16. EI AhR cambia su
localizacién celular dependiendo de la confluencia celular. En las concentraciones 1, 2.5, 5
y 10 pM la a-mangostina produce un cambio en la localizacion celular, ya sea

citoplasmética, perinuclear o distribucion celular del AhR, en ensayos de 24 y 48 h.

Discusién y Conclusiones: La a-mangostina promueve un cambio en la localizacién de
del AhR en células de Schwann S16; se sugiere que este efecto podria ser por los
sustituyentes moleculares del esqueleto de la a-mangostina, los cuales pudieran participar
en la cascada de sefializacion involucrada en la activaciéon del AhR. Si a-mangostina tuviese
un efecto sobre el AhR en células de Schwann S16 podria ser Util en la profilaxis o terapias
de enfermedades inmunolégicas del SNP como la Esclerosis Lateral Amiotréfica y

Radiculopatias.

Palabras clave: AhR, Xantona a-mangostina, Células de Schwann.



1. Introduccion

1.1 Garcinia mangostana

La Garcinia mangostana pertenece a la familia Clusiaceae y se le conoce comunmente
como Mangostan, es un arbol tropical al sudeste de Asia, es abundante en lugares
tropicales con temperaturas medias mayores a 20°C como Indonesia, Malasia, Sri Lanka,
Filipinas y Tailandia (Le6n, 1987).

El arbol alcanza un tamafio de 10 a 25 m de altura, con un tronco central del que salen
ramas horizontales opuestas que le dan forma conica o piramidal, posee un follaje muy
denso siempre verde de hojas opuestas, de peciolo corto, son notables por su grosor; son
eliptico-ovaladas, de 10 a 20 cm de largo por cinco a 10 cm de ancho, con nervadura central
bien marcada y muchos nervios laterales prominentes a las plantas son unisexuales y en
cultivo sélo se encuentran pistiladas. Las flores estaminadas salen en grupos de tres a
nueve, en pedicelos largos y tienen cuatro sépalos y cuatro pétalos; los estambres muy
numerosos aparecen en cuatro grupos y al centro hay un pistilo estéril
El &rbol crece lentamente y los primeros frutos aparecen de ocho a 10 afios después de la
siembra, este es una baya aplanada que tiene en la base cuatro sépalos y en el 4pice el
estigma dividido en varios lobos en forma de estrella. El color externo varia de rojo a purpura
y el diametro entre tres y siete centimetros. Al cortar longitudinalmente el fruto aparece
primero el pericarpio, rosado y duro (Figura 1), con canales laticiferos que exudan liquido
amarillo. El centro de la fruta esta dividido en gajos blancos y brillantes, cada uno encerrado
en una semilla. Es esta pulpa o arilo, de un sabor
agridulce aromatico, lo que constituye la parte
comestible (Ledén, 1987). Sus principales usos
etnobotanicos hacen alusion al tratamiento de las
infecciones de la piel, heridas, diarrea, disenteria e
infecciones del tracto wurinario (AMMIM, 2016).

El estudio etnobotanico de Garcinia mangostana ha

incluido otras perspectivas, como la actividad

farmacologica ya que se ha encontrado uno de los
) ) ) ., Figura 1. Corte longitudinal del Fruto

grandes grupos de moléculas implicado en esta funcion,  del mangostan (Zokiva N., 2014)

el de los polifenoles.



1.2 Polifenoles

Los polifenoles son productos naturales del metabolismo secundario de las plantas
(Delgado, 2015) biosintetizados en sitios especificos como: frutos, hojas, tallos, raices,
semillas, etc. La estructura principal de éstos, se basa en tener uno o mas bencenos en el
que al menos uno de sus atomos de hidrégeno ha sido sustituido por un grupo hidroxilo [-
OH] (Claramunt et al., 2015).

La biosintesis de los polifenoles tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la
ruta del &cido siquimico y la ruta de los poliacetatos. La ruta del &cido siquimico proporciona
la sintesis de los amino4cidos aromaticos como la fenilalanina o tirosina, y la sintesis de los
acidos cinamicos y sus derivados: fenoles sencillos, 4cidos fendlicos, cumarinas, lignanos
y derivados del fenilpropano. La ruta de los poliacetatos proporciona las quinonas y las

xantonas (Quifiones et al., 2012).

1.2.1 Xantonas

Las xantonas son metabolitos secundarios que se encuentran cominmente en algunas
familias de plantas superiores, hongos y liqguenes (Vieira y Kiijoa, 2005; Pres et al. 2000).
Tienen una estructura Unica, compuesta de un sistema aromatico triciclico [C6-C3-C6],
también denominada triciclo polifenoles; puede estar unido a diferentes sustituyentes como:
isopreno, grupos metoxilo e hidroxilo que pueden estar ubicados en diferentes lugares de
los anillos Ay B, lo que resulta en una gran variedad de compuestos de xantonas (Gutierrez-
Orozco y Failla, 2013).

Tienen su origen en el producto de degradacion de la fenilalanina en el acido m-
hidroxibenzoico (C6-C1) y su condensacion en tres unidades de malonato. Una ruta alterna
podria ser la combinacion de una unidad C6-C3; por ejemplo, un acido cinamico con dos
unidades de malonato resultan en benzofenona (Figura 2). El acoplamiento oxidativo

podria conducir a la formacion de la xantona (Estrada E., 2001).

C6-C1+3C2
J— —_—
C6-C342C2 7
o 0

Figura 2. Origen biosintético de las xantonas (Serrano, 2014)



Las xantonas pueden ser simples o modificadas. En este Ultimo caso, por la presencia de
un sustituyente glucosidico o grupo prenilado (2,2 dimetilalil). Dependiendo el grado de
oxigenacion que presenten pueden clasificarse como: mono, di, tri o tetraoxigenadas
(Figura 3) (Estrada, 2001).

a) b)

Figura 3. Esqueleto de la xantona y sustituyentes a) sustituyente isoprenilo (2,2 dimetilalil),
b) sustituyente cromeno producto de la ciclizacion del isoprenilo con un OH fendlico de la
xantona (Serrano E., 2014).

1.2.2 Xantona a-mangostina

De acuerdo a Templeman (2008), Schmid fue el primer investigador que aislé en 1855 la
primer xantona del pericarpio del mangostdn nombrandola mangostin o mangostina,
posteriormente se le llam6é a-mangostina. Dragendorff (1930) y Murakami (1932)
dilucidaron la estructura (C24H2606) (Figura 4).

La a-mangostina se puede aislar también de otras partes del mangostan como la corteza 'y
el latex (Yates y Stout, 1958). Yates y Stout (1958) encontraron que la a-mangostina es el
residuo de color amarillo obtenido del pericarpio de la fruta y establecieron su actividad
Optica, su férmula molecular, naturaleza y posicion de las cadenas laterales, las vias de

degradacion y las relaciones estructurales (Pedraza-Chaverri et al., 2008).

Figura 4. Estructura quimica xantona a-mangostina
(Gutierrez-Orozco F. y Failla M., 2013)



1.2.3 Actividad biol6gica de a-mangostina

La a-mangostina ha sido ampliamente estudiada; principalmente se han realizado estudios
sobre biodisponibilidad y metabolismo celular en donde se ha descubierto actividad:
anticancerigena y antiinflamatoria, y sus efectos informados sobre las vias de sefalizacion
para el cual se han reportado actividad: antioxidante, antiproliferativa, pro-apoptética,
antiinflamatoria, anticancerigena y antimicrobiana. (Gutierrez-Orozco y Failla, 2013)

Tabla 1 Evidencia de los efectos bioldgicos de la a— mangostina
Efecto de a-mangostina Referencia

La a-mangostina atenud la secrecion del factor de necrosis tumoral a
(TNF-o) estimulada por lipopolisacarido en células de tipo macréfago

humano U937 y suprimié la expresion de genes relacionados con Liu et al.,2012
respuestas inmunes y procesos inflamatorios como la produccién de
citocinas.
La a-mangostina indujo apoptosis; detencion del ciclo celular; activacion _
de caspasa-3 y -9; pérdida de potencial mitocondrial en células de Doi et al., 2009

adenocarcinoma mamario de ratén BIJMC3879.

La a-mangostina produjo inhibicion de la formacion de edema inducido  Chen et al., 2008
por carragenina en pata de raton.

Tomando en cuenta tanto su actividad biolégica como su estructura quimica la
o—mangostina comparte caracteristicas con otros ligandos conocidos del receptor de
hidrocarburos de arilo (AhR). EI AhR es un factor de transcripcibn que se encuentra
relacionado con procesos celulares que involucran el desarrollo, adaptacién a hipoxia,

control del ciclo circadiano y metabolismo de xenobidticos (Busbee et al., 2013).
1.3 Ligandos de AhR

Se han descubierto varios ligandos de AhR, tanto endégenos como exégenos (Tabla 2). La
identificacion de estos ligandos ha proporcionado un mayor conocimiento de las funciones
fisiolégicas de AhR (Busbee et al, 2013). Los ligandos exd6genos de AhR son
principalmente xenobioticos, de naturaleza hidrofébica y estructura plana que pueden variar
mucho en su estructura quimica y afinidad de unién, tal es el caso de los metabolitos
secundarios de plantas o productos de combustion incompleta o de origen sintético como
los HAH (Vazquez et al., 2016). Los ligandos de AhR que poseen una mayor afinidad por
el receptor como el TCDD, se consideran mas toxicos y pueden entrar en los pulmones por

inhalacién, asi como a través de la piel (Busbee et al., 2013).



Tabla 2. Ligandos exdgenos y endogenos del AhR.

Ligandos exdgenos

TCDD
C12H4Cl402

Benzo [a] pireno
CooH12

Quercetina
C15H1007

Resveratrol
Ci14H1203

Curcumina
C21H2006

Descripcion

Pertenecientes a los hidrocarburos
aromaticos halogenados,
contaminante ambiental; puede
producir efectos tanto adaptativos

como toxicos.

Hidrocarburo policiclico aromético
potencialmente carcinébgeno y que
contienen algunos alimentos,
como las carnes y el pescado.

Antioxidante flavonoide que se
encuentra en una gran variedad de
vegetales como la cebolla,

manzanas, uvas, té verde, etc.

Estilbenoide, un tipo de fenol
natural y una fitoalexina que se
produce de manera natural en

varias plantas como respuesta a
una lesién o cuando éstas se
encuentran bajo el ataque de

patégenos, tales como bacterias u

hongos.

Polifenol que se encuentra en la
raiz de la cdrcuma, posee mas de
150 propiedades que son
posiblemente terapéuticas como:
actividad anticancerigena,

antiinflamatoria, antimicrobiana y

antioxidante

Estructura

Ch o~ -0~
F) [ )
70 TN

OH
H 0
! |
OoH
OoH O
H
H
OH
0 0
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HO OH
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Ligandos

5 Descripcion Estructura
endogenos
Es un metabolito del aminoéacido L- NH, 0
Quinurenina triptéfano, usado en la produccion OH
C10H12N203 de niaci
€ niacina. 0 NHE
Derivado del triptéfano, pigmento
Indirrubina rojo que se encuentra
C16H10N202 ocasionalmente en la orina.
Compuesto que se genera a partir
de AA por la via de las
_ _ lipooxigenasas, pero a diferencia
Lipoxina A4 _
de los leucotrienos y
C20H3205 . L
prostaglandinas las lipoxinas son
inhibidores de la inflamacion.
Pigmento biliar de color amarillo
anaranjado que resulta de la
Bilirrubina degradacion de la hemoglobina de
Cs3H3z6N4Os los glébulos rojos reciclados.

1.3.1 Receptor de hidrocarburos de arilo (AhR)

El AhR es un factor de transcripcion dependiente de ligando perteneciente a la familia de
proteinas hélice-bucle-hélice basica/PER ARNT-SIM (bHLH/PAS). Desempefia un papel
importante en numerosos procesos celulares como desarrollo, adaptacién a hipoxia, control
del ciclo circadiano y metabolismo de xenobidticos (Busbee et al., 2013).
El gen AhR fue descrito por primera vez en ratén por el grupo de trabajo de Schmidt et al.
(1992) y desde entonces se han clonado homdlogos del AhR de diferentes especies; por
ejemplo, en humano (Homo sapiens), ratén (Mus musculums), rata (Rattus norvergicus;
Sprague-Dawley), hamster (Mesocricetus auratus), delfin (Lagenorhynchus auratus) y foca

(Phoca sibrica).



El gen que codifica para el AhR en humanos se localiza en el brazo corto del cromosoma 7
en la posicion 15 y se expresa principalmente en pulmon, timo, higado y rifion (Vasquez et
al., 2016).

El AhR en mamiferos presenta tres dominios funcionales (Figura 5):

e El Primer dominio bHLH es altamente conservado, contiene de 4 a 6 aminoacidos
acidos en el dominio amino terminal; tiene la funcién de union con el ADN

e El segundo domino contiene dos repetidos de los dominios PAS (A y B), cada uno
con aproximadamente 110 residuos de aminoacidos. Se sugiere que el domino PAS
A esté relacionado con la dimerizacion y el dominio PAS B funciona como dominio
de sefializacion.

e El tercer dominio (Q) es esencial en la transactivacion, esta poco conservado y se

localiza en el dominio carboxilo terminal.

bHLH PAS TAD

o | X )

1 7 110 267 805

Fiaura 5. Estructura del AhR

1.3.2 Via de sefializacién del AhR

En su forma inactiva el AhR se encuentra anclado en el citosol, unido a un complejo
heterodimérico 9S; este se encuentra formado por un dimero de proteina de choque térmico
90 (Hsp90), con un peso de 23 KDa (p23) y una proteina de interaccién con AhR. También
se ha descrito la presencia de otras proteinas citosélicas como la chaperona (Cdc37) y
cinasa triosina (c-src) (Vazquez et al., 2016); las cuales preservan al AhR en un estado
conformacional que es capaz de unirse al ligando. Estos ligandos son principalmente
xenobidticos de naturaleza hidrofobica y estructura plana, tal es el caso de los metabolitos
secundarios de plantas o productos de combustion incompleta o de origen sintético como
los hidrocarburos aromaticos halogenados (HAH) o el 2,3, 7, 8-tetraclorodibeenzo-p-dioxina
(TCDD) (Vazquez G. et al, 2016). Estos ligandos son de origen exégeno aunque también
se ha demostrado que el AhR es capaz de unir ligandos endégenos como la bilirrubina,

lipoxina A4 y derivados del triptéfano.



o-mangostina-Ligando exégeno _—

. By,
54‘\)&():)\ a-mangostina @l
N
e Unidn ligando Formacién del 7 A
A AhR Membrana celular dimero
o= AR/ARNT YR %
HSP90 i ’
, AQ - ( ‘
) e-sre Citoplasma va\ lvvva\
Vi P23
FL)
Q XAPZ
@ ARNT
NS DRE
9 CYP1A1
o RNAPoalll

Reticulo endoplasmico

Figura 6. Activacion del AhR. El receptor en su forma inactiva se localiza en el citoplasma celular formando
un complejo con un dimero de la proteina de choque térmico 90 (Hsp90), una proteina de choque térmico
con un peso de 23 KDa (P23) y una proteina de interaccion con el AhR parecida a la inmunofilina (AIP),
también conocida como XAP2, y una cinasa de tirosina (c-src). Una vez unido su ligando, el complejo AhR
se transloca al nacleo y forma un heterodimero con la proteina ARNT. Este heterodimero es capaz de
unirse a los XRE (GCGTGA) y reclutar coactivadores y asi favorecer la transcripcién de sus genes
blanco. Modificado de Vasquez G. et al., 2016.

Cuando el AhR se une a un ligando (Figura 6), su estructura conformacional cambia
permitiendo su translocacion al nucleo disociando el complejo al cual se encuentra unido.
(Busbee et al., 2013). Al encontrarse en el nlcleo, el AhR formara un heterodimero con la
proteina translocadora nuclear del receptor de arilos (ARNT) permitiendo la expresiéon de

un gran numero de genes diana.

Se haidentificado y caracterizado la sefial de localizacion nuclear de AhR como los residuos
de aminoacidos 13-39. También se ha demostrado que AhR tiene sefial de exportacién
nuclear, rica en leucina que depende del mantenimiento de la regiébn cromosémica 1, que
a su vez estd compuesta por los residuos de aminoacidos 55-75 en la hélice 2 el nacleo
hidréfobo involucrado en formacién de heterodimeros con ARNT (lkuta, et al.,
2004). Empleando estas dos sefales, AhR se desplaza entre el citoplasma y el nucleo de
una célula, y la localizacion intracelular de AhR se puede regular mediante el
enmascaramiento y desenmascaramiento de la sefial de localizacién nuclea y la sefial de

exportacion nuclear con algunas proteinas que interactaan.



La distribucién intracelular de proteinas transportadoras de nucleos citoplasmaticos, como
los factores de transcripcion, est4 determinada por el equilibrio de la actividad de
importacion y exportacion nuclear, que esta regulada especificamente por varias sefiales
fisiologicas o ambientales. Entre ellas, las modulaciones moleculares de la fosforilacion o
desfosforilacion, especialmente cerca de la sefia de localizacién nuclear o la sefial de

exportacion nuclear, por la red de cascadas de transduccion de sefiales (Ikuta, et al., 2004).
1.4 Células gliales

La glia es el grupo de células del sistema nervioso (SN) mas abundante en el cerebro
(Reyes et al., 2014). Es morfoldgica y funcionalmente diferentes a las neuronas; durante
muchos afios se pensd que solo brindaban apoyo, proteccion, nutricion y facilitaban la
conduccién para las neuronas que rodean. Con el paso del tiempo se ha profundizado en
el estudio de la glia, estableciendo que es indispensables para mantener el microambiente
para un correcto funcionamiento del sistema nervioso (SN) (Ndubaku y de Bellard, 2008)
participando en funciones especificas como guiar la migracién de las neuronas para formar
la arquitectura neuronal, asimismo participan la formacion, operacion y modulacién de los

circuitos sinapticos (Reyes D. et al., 2014).

Las células gliales se clasifican (Figura 7), segun su morfologia, funcién y localizacién, en
(Ross y Pawlina, 2006):

e Astrocitos: células de morfologia heterogénea que poseen sostén fisico y
metabolismo para las neuronas del sistema nervioso central.

e Oligodendrocitos: células pequefas activas en la formacién y mantenimiento de la
mielina en el sistema nervioso central (SNC).

e Ependimocitos: células cilindricas que revisten ventriculos del encéfalo y el
conducto central de la medula espinal.

e NG2: células identificadas como precursoras de los oligodendrocitos.

e Microglia: células conspicuas, con nucleos pequefios, alargados vy
heterecromaticos, que poseen propiedades fagociticas.

e Células de Schwann: encargadas de la mielinizacion en el sistema nervioso
periférico (SNP).

e Células satélites o capsulares: proporcionan nutricién, soporte y proteccion para las
neuronas ganglionares craneales, espinales y autonémicas del SNP.

e Células de Mdller: sirven como soporte para las neuronas de la retina.
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Figura 7. Clasificacién de las células gliales de acuerdo a su localizacion en el SN.
Modificado de Garcia A. 2016

1.4.1 Células de Schwann

Las células de Schawnn descritas en 1839 por Theodor Schwann, constituyen la glia del
sistema nervioso periférico (SNP). Se originan de la cresta neural, se caracterizan por
presentar una fase embrionaria y una neonatal de rapida proliferacién y su diferenciacion
final. En este sentido, el desarrollo normal de las células de Schwann presenta dos etapas
principales: la etapa migratoria y la etapa mielinizante (Gratacos, 2016).

La proliferaciéon de las células de Schwann ocurre en diferentes contextos; principalmente
durante el desarrollo del nervio periférico, después de una lesion del nervio, ya sea por

trauma mecdanico, o por tumoracién en células de Schwann.
1.4.2 Morfologia

La célula de Schwann (Figura 8), esta rodeada de una lamina
basal de 20-30 nm de espesor. El citoplasma es rico en
organelos como: el Aparato de Golgi localizado cerca del

nucleo, las cisternas de reticulo endoplasmico rugoso se

encuentran dispersas en toda la célula; también se pueden
observar abundantes lisosomas, cuerpos multivesiculares,

: ranulos lipidicos y de glicogeno. Su membrana plasmaéatica
Figura 8. Morfologia 9 P y de glicog p

estrellada, célula de Schwann  muestra vesiculas pinocitéticas. Se hallan mitocondrias
S16, 10X (Garcia G., 2016) . i
pequefias y redondeadas a través del soma.
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El nicleo es aplanado y se orienta longitudinalmente a lo largo de la fibra, y su

heterocromatina se distribuye periféricamente (Lopez y Hurtado, 1993).

Se reconocen cuatro fenotipos:
e Formadoras de mielina, envuelven solamente axones de mas de 1 ym de diametro.
e No mielinizantes, que rodean multiples axones pequefios.
e Satelitales que rodean los pericariones neuronales en los ganglios.
e Agregados tubulares de células de Schwann en los segmentos distales de los

nervios seccionados.

1.4.3 Funcion

Las células de Schwann guian y acompafian a los axones durante su crecimiento, son
células gliales de soporte en el SNP. Estas células, se caracterizan por rodear los axones
del nervio. En algunos casos, esta accion es llevada a cabo envolviendo los axones a través
de su propio citoplasma, y en otros casos se desarrolla a través de la elaboracién de una
vaina de mielina (Gratacos, 2016). Ademas de formar las vainas de mielina, las células de
Schwann también tienen la funcién de guiar el crecimiento de los axones cuando estos se
regeneran. Para ello, se disponen formando una serie de cilindros que sirven de tutores a
los axones en regeneracion. Si uno de los brotes axonales encuentra un cilindro, crecera a
lo largo del mismo a una velocidad de 3 a 4 mm por dia (Morales, 2011). Las células de
Schwann estan involucradas en muchos aspectos importantes de la biologia del nervio
periférico, la conduccién de los impulsos nerviosos a lo largo de los axones del nervio, el
desarrollo y regeneracion, el apoyo trofico para las neuronas, la produccién de la matriz
extracelular del nervio, la modulacion de la actividad sinaptica neuromuscular, y la

presentacion de antigenos a los linfocitos T (IQB, 2016).

1.4.4 Afecciones en células de Schwann

La viabilidad y funcionalidad de las células de Schwann como parte del nervio periférico
puede ser afectada por mdltiples factores de procedencia diversa como: infecciosos,
inmunes, traumaticos, toxicos y tumorales (Lopez y Hurtado, 1993). Algunas neuropatias
involucran un efecto en las funciones de las células de Schwann y producen la
desmielinizacién de las fibras nerviosas mielinizadas, por ejemplo: esclerosis multiple,
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, sindrome de Guillain-Barré, Schwannomatosis vy

polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica (Morales, 2011).
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2. Justificacion

Si la a-mangostina promueve un efecto sobre AhR en células de Schwann nos brindaria
informacién relevante para explicar procesos fisiolégicos en los que participa AhR como:
proliferacién, produccion de mielina, respuesta inmune, entre otros. A su vez esto podria
ser Util en la busqueda de nuevas dianas terapéuticas en la profilaxis o terapias de
enfermedades del sistema nervioso periférico como: esclerosis lateral amiotréfica y

radiculopatias (ciatica, por ejemplo).

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar si la xantona a-mangostina modifica la expresion y localizacion del AhR en

células de Schwann S16.

3.2 Objetivos particulares

= Establecer el cultivo de células de Schwann S16.
= Conocer la citotoxicidad de a-mangostina en células de Schwann S16.

= Determinar si la a-mangostina cambia la localizacion celular del AhR.

13



4. Disefio experimental

Para la realizacion de esta investigacion se propuso un disefio experimental (Figura 9)
conformado por los siguientes procedimientos:
e Medicion de la citotoxicidad de a-mangostina.

e Observacion del efecto de la a-mangostina sobre la localizacion celular de AhR.

Cultivo Celular

!

a-mangostina

Citotoxicidad Efecto sobre AhR
(MTT) (Inmunofluorescencia)

Figura 9. Disefio experimental empleado para el desarrollo del proyecto

5. Materiales y Métodos

5.1 Materiales

La linea celular de nervio ciatico de Rattus norvergicus Schwann S16 se adquirié de
ATCC® (CRL-2941™), El suero de cabra se adquirié de Equitech-Bio Inc. (SG30-0100). EI
Vectashield con DAPI Vector se adquirié de Laboratories Inc. El anticuerpo secundario anti-
cabra IgG marcado con ALEXA FLUOR 488 (A11055) y Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) se adquirieron de Gibco Life Technologies, el anticuerpo anti-AhR policlonal hecho
en cabra (M20SC8089) se adquirié de Santa Cruz. La tripsina (T4799) se adquirié de Sigma
Aldrich. Los demas reactivos fueron de grado analitico y se encuentran disponibles
comercialmente. Los cultivos celulares se mantuvieron en una incubadora de CO:2
(Panasonic, MCO-170AICUVL-PA). La determinacién de la absorbancia se llevé acab6 en
un lector de placas multimodal (Sinergy HT, Biotek). La observacion de las muestras se
realizd en un microscopio invertido (Olympus CKX41) y un microscopio de epifluorescencia
(Eclipse E200, Nikon).
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5.2 Cultivo de linea celular Schwann S16

La técnica de cultivo celular se basé en lo recomendado por la casa comercial ATCC ® de
donde se adquirié la linea celular de nervio ciatico de Rattus norvergicus, células de
Schwann S16 ATCC ® CRL-2941 ™ y el método empleado en la Unidad Periférica de
Neurociencias para estandarizar el cultivo celular. Para la realizacién de los experimentos
de cultivo celular se prepararon frascos de poliestireno de 75cm? tratados previamente con
poli-L-lisina en donde se realizé posteriormente la siembra del cultivo Schwann S16, para
el cual se utiliz6 medio de cultivo DMEM con suplemento de suero fetal bobino al 10% y
antibiotico al 1%. Las células se incubaron a 37°C en una atmésfera de 5% CO2. Se
mantuvo en crecimiento y en observacion los dias posteriores hasta llegar a una confluencia
no mayor del 80-85% (aproximadamente una semana después del inicio del cultivo). Para
proceder a realizar los pases del cultivo, se establecié el nUmero de células (Tabla 3). Se
incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% CO:zpara el desarrollo de los experimentos y se
realizaron 24 h después de la siembra.

Tabla 3. Preparacion de cultivo de células de Schwann S16

24 pozos 5,000 Reduccion MTT
24 pozos-con
cureobjetos redondos de 5,000 Células fijadas Inmunofluorescencia
vidrio

5.3 Preparacion de la a-mangostina

La xantona a-mangostina (>98%), se adquirio de la casa comercial Sigma Aldrich con
namero de catdlogo M3824; se prepar6 un stock 100 mM: 10 mg a-mangostina + 240 uL
DMSO. A partir de este, se realizaron stocks de 1, 2.5, 5 y 10 mM, posteriormente se

prepararon las soluciones necesarias para los ensayos 1, 2.5, 5y 10 uM.
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5.4 Citotoxicidad

Fue importante conocer la viabilidad de la linea celular de nervio cidtico de Rattus
norvegicus, Schwann S16, de acuerdo a la xantona a-mangostina; para establecer las
concentraciones de xantona a-mangostina a utilizar en los experimentos posteriores ya que
no existen experimentos previos que nos indiquen la citotoxicidad de a—mangostina en esta
linea celular. Los experimentos se realizaron en placas de 24 pozos (Figura 10) tratados
con poli-L-lisina, en las que se sembraron 5,000 células de Schwann S16 por pozo, se
colocaron 500 pL por pozo, un control (DMEM) y un vehiculo (DMSO), asi como diferentes
concentraciones de la a-mangostina: 1, 2.5, 5y 10 uM, por duplicado en ensayos de 24 h
y 48 h, se incubaron a 37°C en una atmésfera de 5% COz2; posteriormente se observo al
microscopio de campo claro el efecto citotoxico de los ensayos realizados en 24 hy 48 h
de tratamiento xantona a-mangostina. Se realizaron pruebas de citotoxicidad con el ensayo

de reduccion por MTT.

a-mangostina

)

DMEM DMSO  1uM 25uM  SuM 10 uM

|

24 h

24 h

48 h

48 h

Q000

QQOOQ
QQ00Q
Q00
Q000
Q000

Figura 10. Placa de 24 pozos con control, vehiculo y tratamiento a-mangostina: 1,

2.5, 5 y10 puM para conocer la viabilidad de células de Schwann S16, en 24 y 48h
5.4.1 Reduccién MTT
Es un método que se basa en la reduccibn metabdlica del MTT realizada por
deshidrogenasas y agentes reductores presentes en células metabdlicamente activas, con
lo que se obtiene un compuesto color azul-violaceo (formazan), permitiendo determinar la
funcionalidad de las células tratadas; se ha descrito que la absorbancia es directamente
proporcional al numero de células activas. (Garcia, 2016). Se emple6 el método descrito
por Mossman (1983). Se aplicaron 250 pL de MTT (1 mg/ml) por pozo a los ensayos
mencionados anteriormente, incubando durante 1.5 h a 37°C en una atmosfera de 5% CO:
(Figurall).
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Transcurrido el tiempo se retird el medio de cultivo y los cristales de formazan se diluyeron
con DMSO, posteriormente fueron tomados 200 pL de cada tratamiento y transferidos en
orden a una placa de 96 pozos para medir su absorbancia con ayuda del espectrofotometro

a una longitud de onda de 570 nm.

a-mangostina

[ \
DMEM DMSO 1uM 2.5 uM 5 umM 10 uM

24 h

24 h

OO0
90,000
Q000
Q000
00,00
0009

Figura 11. Placa de 24 pozos con control, vehiculo y tratamiento o-
mangostina: 1, 2.5, 5 y10 uM en 24 y 48h analizada por el método de MTT.

5.5 Efecto de la xantona a-mangostina sobre el AhR

Para estudiar el efecto de la a-mangostina sobre AhR se prepararon cultivos celulares de
Schwann S16, en placas de 24 pozos con cubreobjetos redondos de vidrio de 12 mm de
diametro y 0.13-0.17 mm de grosor tratados con poli-L-lisina, se sembré por pozo una
cantidad de 5,000 células. Posteriormente, para la aplicacion de los tratamientos se
colocaron 500 pL por pozo de un control (DMEM) y un vehiculo (DMSO), se utilizaron las
concentraciones obtenidas del experimento de citotoxicidad de la a-mangostina: 1, 2.5,5y
10 uM; aplicando los diferentes tratamientos por duplicado en ensayos de 24 h'y 48 h, se

incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% CO:..

5.5.1 Inmunofluorescencia

Para evaluar el efecto de la a-mangostina en la localizacion celular del AhR se utilizo la
técnica de inmunofluorescencia (Serrano, 2014). Se retir6 el medio de cultivo y se realizaron
lavados con buffer de fosfato salino para eliminar los residuos, después se afiadieron
700 pL de paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a 4°C. Concluido el tiempo se
realizaron lavados con buffer de fosfato salino y se procedio a realizar la permeabilizacion

de las células, para esto se incubaron con 700 pL de metanol durante 10 minutos a -20°C.
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Transcurrido el tiempo se realizaron lavados con buffer de fosfato salino y consecutivo a
esto se colocaron los cubreobjetos redondos de vidrio en una caAmara humeda en donde se
afadieron 85 pL por cubreobjetos de la solucion de bloqueo de suero de cabra al 4%; se
incubo 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se coloco el anticuerpo primario AhR
cabra policlonal M20SC8089 1:500, afiadiendo 150 pL por cubre objeto y se incub6 durante
24 h a 4°C en la camara humeda. Transcurrido el tiempo se realizaron lavados con buffer
de fosfato salino y se colocaron nuevamente los cubreobjetos en la cAmara humeda para
colocar el anticuerpo secundario Alexa fluor 488 anti-cabra 1:200, afiadiendo 100 pL por
cubreobjetos, el cual se incub6 a temperatura ambiente en completa oscuridad por 1:30 h.
Para finalizar, se realiz6 el montaje de las muestras (Figura 12) en portaobjetos, se agrego
una gota de Vecta shield con DAPI (5 uL) como medio de montaje y sobre esta se situaron
los cubreobjetos. El efecto de la a-mangostina sobre el AhR en los diferentes tratamientos
se observé usando el microscopio de la marca Nikon Eclipse E200, mediante un software
Q-Capture Pro 7, 2010 Q Imaging.

Figura 12. Montaje de las muestras: control, vehiculo y
tratamiento a-mangostina: 1, 2.5, 5 y10 uM en 24 y 48 h.
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5.6 Andlisis de la localizacion del AhR

Se realizé un conteo de 15 células aleatorias de diferentes campos, tomando tres
fotografiaslOx por experimento de un total de cuatro experimentos para 24 h y seis
experimentos para 48 h con la aplicacion de tratamiento a-mangostina para obtener un
porcentaje de la localizacién celular del AhR. Se consideraron tres criterios para identificar
la localizacion del AhR de acuerdo a lo observado: citoplasmatica, perinuclear y distribucion
celular (DC).

5.7 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando el programa Prism 5.00, mediante ANOVA de una via
seguida de la prueba de comparacion multiple de Dunnet. Los valores se expresaron como
el promedio * error estdndar de la media (EEM). Se consideraron diferencias significativas

con una p<0.05.
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6. Resultados

6.1 Cultivo celular Schwann S16

Al realizar diferentes ensayos (Tabla 4) para estandarizar el cultivo celular Schwann S16,
se obtuvo que la confluencia celular influye en la morfologia de la célula. Por lo tanto, se

decidié utilizar placas de 24 pozos para la realizacion de los experimentos.

Cultivd?P'a 4 EseRietieme g c'™Rrorfologia

Frasco 75cm? 95-100% Redondeada
Frasco 75cm? 80-85% Poligonal
Placa de 96 pozos 80-85% Redondeada
Placa de 48 pozos 80-85% Estrellada

Placa de 24 pozos 80-85% Poligonal

6.2 Morfologia de las células de Schwann S16

Al observar los cultivos celulares de la linea Schwann S16 en placas de 24 pozos con un
microscopio invertido Olympus CKX41, se encontraron diferentes morfologias. En la
Figura 13 se muestran imagenes representativas; con flechas rojas se identifican las
morfologias mencionadas en los diferentes paneles. Cuando existe una confluencia menor
al 80% se identific6 una morfologia estrellada con prolongaciones definidas y extensas, el
citoplasma y nucleo definido (panel a); al tener una confluencia celular de 85% se identifico
una morfologia poligonal, las células se ensancharon mostrando formas angulosas y no
desarrollaron prolongaciones definidas (panel b), al tener una confluencia mayor de 98%
la morfologia varié notablemente pues las células se encontraban redondeadas, en algunos
casos con pocas prolongaciones muy alargadas y sin visibilidad definida del citoplasma
(panel c). También se identificé que al tener mas de ocho pases el cultivo celular las células
presentan morfologias amorfas, en algunos casos con prolongaciones largas o cortas; es
importante mencionar que al dejarlas en reposo durante una semana su morfologia

comienza a ser mas definida mostrando morfologias poligonales (panel d).
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Figura 13. Morfologia células de Schwann S16 en un tiempo de incubacién de 24 h en el 5to pase de
cultivo, observadas con un objetivo 10x. Barra de escala 80 uM a) Estrellada, b) Poligonales, c)
Redondeadas, d) Amorfas.
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6.3 Confluencia celular

Sin estimulos externos se observd que la proteina AhR cambiaba su localizacién celular
dependiendo de la confluencia celular. En la figura 14 se muestran iméagenes
representativas sefialando con flechas y circulos rojos la localizacion del AhR; en el panel
a) el AhR se encuentra en el citoplasma, al tener una confluencia celular menor, de 80-85%,
lo que indica que se encuentra en su estado basal. En cambio, en el panel b) el AhR se

encuentra en el nudcleo, al tener una confluencia celular de 90-98%,

Figura 14. Cambio en la localizacién del AhR debido a la confluencia celular. a) Células de
Schwann S16 con confluencia celular de 80-85%. b) Células de Schwann S16 con confluencia
celular de 90-98%. Fotografias tomadas con un objetivo 10x. Barra de escala 80 uM. En color
verde se observa la marca que corresponde a la expresion del AhR.

6.4 Citotoxicidad

En las Figura 15y 16 panel b) correspondientes a los tratamientos de 24y 48 h se observa
gue la xantona a-mangostina provoca citotoxicidad en la concentracién de 10 uM para
ambos casos, ya que se encuentran diferencias significativas; y el porcentaje de células

vivas disminuye hasta un 30% comparando la concentracién de 10 uM contra el vehiculo.

En los experimentos realizados y en todas las concentraciones, incluyendo el control y
vehiculo, se observé con microscopio la presencia de las morfologias descritas
anteriormente, con una mayor incidencia de la morfologia poligonal. En las figuras 15y 16

panel a) se muestran imagenes representativas de acuerdo al tratamiento.

22



10x

2.5 uM a-mangostina 5 yM a-mangostina 10 yM a-mangostina

b) 24 h
125-
— |
E 6\ 100 : : ; _
e = *
o i
T 757 v
5 2
3 2 501 2
0 :
o e
o 25-
e
0- - Ilu

Control Vehiculo 1uM  2.5,M 10 uM

Figura 15. Citotoxicidad de a-mangostina en células de Schwann S16 en 24 h. a) Fotografias
representativas del cultivo celular tomadas con un objetivo 10x. Barra de escala 80 uM. De izquierda
a derecha, se encuentran el control y vehiculo, seguidos de diferentes concentraciones del
tratamiento a-mangostina: 1, 2.5, 5y 10 uM. b) Efecto citotoxico del tratamiento a-mangostina a 24
h en células de Schwann S16, por el método MTT. ANOVA de una via seguido de Dunnet. Los datos
se presentan como el promedio + EEM de cinco experimentos independientes, *p<0.05 vs vehiculo.
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Figura 16. Citotoxicidad de a-mangostina en células de Schwann S16 en 48 h. a) Fotografias
representativas del cultivo celular tomadas con un objetivo 10x. Barra de escala 80 uM. De izquierda
a derecha, se encuentran el control y vehiculo, seguido de diferentes concentraciones del
tratamiento a-mangostina: 1, 2.5, 5y 10 uM. b) Efecto citotoxico del tratamiento a-mangostina a 48
h en células de Schwann S16, por el método MTT. ANOVA de una via seguido de Dunnett. Los datos
se presentan como el promedio + EEM de seis experimentos independientes, * p<0.05 vs vehiculo.
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6.5 La xantona a-mangostina produce cambio del AhR en la localizacién

celular.

Por medio de la técnica de inmunofluorescencia realizada, se estudi6 la localizacion celular
del AhR utilizando un anticuerpo primario para su deteccién. En la Figura 17 y 18 se
muestran imagenes representativas de los cultivos realizados con el tratamiento de la
o—mangostina en 24 y 48 h sefialando con flechas rojas la localizacion de AhR en el panel
b). Para el tratamiento de 24 h se observa en la Figura 17 que el AhR tiene una localizacion
citoplasmética y ligeramente perinuclear en el control y vehiculo, en la concentracién 1y
25 UM en donde es mas evidente la localizacién perinuclear; en cambio en las
concentraciones 5 y 10 uM, se observa que el AhR comienza a cambiar su localizacién
perinuclear y se encuentra en el citoplasma en su mayoria. En la Figura 19 en el panel a)
se muestra que las concentraciones de 1y 2.5 uM tienen diferencias significativas tomando
en cuenta los criterios de localizacién del AhR, citoplasmatico y perinuclear respecto al
vehiculo, y en el panel b) se muestran los porcentajes de localizacién celular del AhR.

En la Figura 18 se observa el tratamiento de 48 h. Se encontré al AhR localizado de forma
homogénea en el citoplasma y ligeramente perinuclear, en el control y vehiculo como era
esperado, en el caso de las concentraciones 1, 2.5y 5 uM se observo que la localizacion y
expresion de AhR fue mayormente perinuclear lo que sugiere un efecto de la a-mangostina
sobre el AhR, principalmente en 1 uM; en la concentracion de 10 pM la localizacion del
AhR tiene una distribucion celular (DC), es decir, el AhR se visualiza tanto en el citoplasma
como en el nlcleo. En la Figura 20 en el panel a) se muestra que las concentraciones de
1, 25. 5y 10 pM tienen diferencias significativas tomando en cuenta los criterios de
localizacién del AhR, citoplasmaético, perinuclear y DC respecto al vehiculo, y en el panel b)
se muestran los porcentajes de la localizacion celular del AhR. Los resultados sugieren que
la o-mangostina dependiendo de su concentracion puede producir un cambio en la

localizacién celular del AhR.
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b) 40x
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5 uM a-mangostina 10 yM a-mangostina

Figura 17. Efecto de la a-mangostina en la localizaciéon celular del AhR producido por el
tratamiento de 24 h en células de Schwann S16. Fotografias representativas observadas con
un objetivo 10x a) Barra de escala 80 uM y 40x b) Barra de escala 200 pM, de izquierda a
derecha y en orden descendente; se encuentra el control y vehiculo seguido de diferentes
concentraciones del tratamiento a-mangostina: 1, 2.5, 5y 10 uM. En verde se observa la marca
de AhR y en azul los nucleos celulares-DAPI. Con flechas rojas se encuentra sefialada en el
panel b) la localizacién citoplasmatica y perinuclear de AhR.
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40x
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1 uM a-mangostina 2.5 uM a-mangostina
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Figura 18. Efecto de la a-mangostina en la localizacion celular del AhR producido por el
tratamiento de 48 h en células de Schwann S16. Fotografias representativas observadas con
un objetivo 10x a) Barra de escala 80 pM y 40x b) Barra de escala 200 uM, de izquierda a
derecha y en orden descendente; se encuentra el control y vehiculo seguido de diferentes
concentraciones del tratamiento a-mangostina: 1, 2.5, 5y 10 uM. En verde se observa la marca
de AhR y en azul los nicleos celulares-DAPI. Con flechas rojas se encuentra sefialada en el
panel b) la localizacién citoplasmatica, perinuclear y de distribucion celular del AhR.
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a) Localizacion de AhR, 24 h
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5uM 86+1.9 15+1.9
10 uM 88+3.1 13+3.1

Figura 19. Porcentaje de localizacion celular de AhR tomando los criterios de localizacion
citoplasmatico y perinuclear con la aplicacién de tratamiento a-mangostina en 24 h. Grafica de
localizacion de AhR, 24 h a) y tabla de porcentajes con los criterios de localizacion b). ANOVA
de una via seguido de Dunnett. Los datos se presentan como el promedio + EEM de cuatro
experimentos independientes. **p<0.01, ***p<0.001 vs. Vehiculo.
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a) Localizacion de AhR, 48 h
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Figura 20. Porcentaje de localizacion celular de AhR tomando los criterios de localizacion
citoplasmatico, perinuclear y distribucién celular (DC) con la aplicacién de tratamiento a-mangostina
en 48 h. Gréfica de localizacion de AhR, 48 h a) y tabla de porcentajes con los criterios de localizacion
b). ANOVA de una via seguido de Dunnett. Los datos se presentan como el promedio + EEM de seis
experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. Vehiculo.
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7. Discusion

7.1 Cultivo celular Schwann S16

Las células de Schwann constituyen la glia del SNP que ademas de ser el soporte
estructural para los axones, tiene la funcion de producir mielina. La gran importancia de la

mielina es su participacion en los procesos de neuroconduccion (Lépez y Hurtado, 1993).

Para la realizacion de este estudio se utilizé la linea celular Schwann S16 (ATCC® CRL-
2941™) de nervio ciatico de Rattus norvergicus. Se ha descrito como importante considerar
la edad de las ratas de las que se obtienen los nervios ciaticos. Muchos de los estudios
realizados se han basado en la obtencién de células de Schwann a partir de ratas recién
nacidas, ya que cuando se trabaja con tejidos adultos se tienen dificultades afadidas debido
a que éstos presentan una abundante cantidad de tejido conectivo y mielina y, por tanto, en
las preparaciones celulares se obtienen altos porcentajes de fibroblastos contaminantes del

cultivo que pueden superar a la poblacién de células de Schwann (Rodriguez, 2014).

Se sabe que el establecimiento de lineas celulares neuronales y de Schwann se ha
considerado dificil (Sango et al.,, 2012), probablemente debido a la alta actividad
proliferativa y las diferencias fenotipicas y morfolégicas de las células.
Por lo tanto, el establecimiento de un cultivo celular se da en funcién de criterios como: solo
formaran parte del cultivo aquellas células que sean capaces de superar el proceso de

disgregacion, adhesion al sustrato y de proliferacion.

El establecimiento del cultivo Schwann S16 se determind para la realizacion de este
estudio, puesto que no se han encontrado reportes con esta linea celular. A partir de los
cultivos en frascos de poliestireno de 75cm? , se realiz6 el pase celular en placas de 24
pozos con una confluencia determinada, de 80-85 % para la realizacion de los
experimentos, ya que estas condiciones permiten un buen desarrollo celular para la
realizacion del estudio. También el realizar los cultivos en placas de 24 pozos facilita

cuestiones técnicas como la elaboracion de los experimentos de inmunofluorescencia.
7.2 Morfologia y confluencia de células de Schwann S16

Tomando en cuenta los datos que la casa comercial ATCC® de donde se adquiri6 la linea
celular proporciona; menciona que las células de Schwann S16 se dividen muy rdpidamente
y son mas redondas que otras células de Schwann y que elaboran muchos procesos

después de alcanzar una alta confluencia.
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De acuerdo con lo anterior y a lo observado en la realizacion del trabajo, la variacion en las
morfologias observadas pudiera estar relacionada con la confluencia celular, las horas en
cultivo, asi como el nUmero de pases. En el desarrollo de este estudio las observaciones
de cultivos celulares de Schwann S16 nos permitieron identificar diferentes morfologias de

estas células; estrelladas, poligonales, redondeadas y amorfas.

La morfologia estrellada y poligonal encontradas en el cultivo de Schwann S16, presentaron
una forma ahusada bipolar, siendo esto una caracteristica comun en la morfologia de
células de Schwann (Rodriguez, 2014). Tanto la morfologia estrellada como la poligonal
coinciden con lo observado por Brockes et al. (1979); la morfologia estrellada tiene la
apariencia de un cuerpo celular ovalado y procesos medianos, y la morfologia poligonal
coincide con lo observado en el séptimo dia de cultivo (Brockes et al.,, 1979), ya que
presenta un cuerpo celular mas grande siendo triangular o poligonal con dos a cinco
procesos. Las células con morfologia redondeada que presentan una forma alargada,
probablemente tuvieron este efecto por la alta confluencia provocando una tripolaridad por

el sobre acomodo de las células. (Rodriguez, 2014).

Se identific6 que al tener mas de ocho pases el cultivo celular, las células presentan
morfologias amorfas; al dejarlas en reposo durante una semana su morfologia tiene
cambios visibles, pues comienza a ser méas definida mostrando morfologias poligonales. No
se encuentran reportes de esta morfologia o similares, sin embargo, es posible que sea una

caracteristica de esta linea celular.
7.3 Confluencia y localizacion celular del AhR en células S16

Inicialmente, diversos reportes describieron que el AhR es activado por la pérdida de
adhesion al sustrato celular (Cho et al., 2004), encontrando también una relacién con la
regulacién del ciclo celular, ya que la activacion del AhR conduce a la detencion del ciclo
celular en la fase G1 en varias lineas celulares, debido a una asociacion directa del AhR

con la proteina del retinoblastoma (Dietrich y Kaina, 2010).

Mas tarde Cho et al. 2004 demostraron que el AhR esta regulado por la confluencia celular,
basandose en que el AhR se activa por la pérdida de contacto célula-célula en ausencia de
ligandos exdgenos (Dietrich y Kaina, 2010). Tal es el caso de fibroblastos C3H10T1/2vy la
linea celular de queratinocitos humanos HaCaT que presentan resultados similares de
acuerdo a la confluencia celular y localizacion de AhR, es decir, la confluencia celular, pero

no el ciclo celular, influye en la distribucién intracelular de AhR, con una localizacién nuclear
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predominante de AhR en células distribuidas escasamente, localizacion tanto en el nicleo
como en el citoplasma en células subconfluentes y la localizacion citoplasmética

predominante en células confluentes (lkuta et al., 2004).

En este estudio con la linea celular Schwann S16, se encontr6 que dependiendo la
confluencia celular la localizacion de AhR cambia, contrastando con la literatura ocurre lo
opuesto, es decir, al tener una confluencia de 95-100% se identificé que la proteina AhR se
translocaba al nucleo, en cambio al tener una confluencia celular menor, de 80-85%, el
AhR se encontré localizado en el citoplasma, lo que indica que se encuentra en su estado
inactivo, atribuyendo esto a la menor confluencia celular. Sin embargo, el hecho de que el
AhR tenga una localizacién nuclear en alta confluencia celular en células de Schwann S16
pudiera indicar que no participa en mecanismos de proliferacion, tal vez pudiera estar
involucrado en mecanismos de mielinizacién. Ya que la activacion de AhR en confluencias
altas pudiera involucrar a este factor transcripcional en el proceso de formacion de la mielina
puesto que se ha evidenciado al AhR como regulador fisiolégico de la mielinizacién y los
procesos inflamatorios en el SN que influyen en el desarrollo. (Juricek et al., 2017). Dado
gue muchos de los ligandos exdégenos del AhR son contaminantes ambientales, los
mecanismos por los cuales éstos pudieran influir en la mielinizacion del sistema nervioso
central y explicar parcialmente enfermedades del sistema nervioso periférico como la
Schwannomatosis, y también como el AhR podria ser una diana farmacoldgica relevante

para las enfermedades desmielinizantes (Juricek et al., 2017).

Desde otra perspectiva, Inkuta et al. (2004) usando leptomicina B (inhibidor de la
exportacion nuclear, que inhibe exportin 1 (CRM1) necesaria para la exportacién nuclear
de proteinas que contienen sefales de exportacion nuclear) en células hepaticas HaCaT
pudo promover la acumulacién nuclear de AhR independientemente de la confluencia
celular, la alta confluencia celular incluso puede acelerar la exportacion nuclear del AhR
pero no inhibir la importacién nuclear dependiente de su activacion, sugiriendo la presencia

de ligandos endbgenos independientes de la concentracién celular.

En estudios recientes se ha proporcionado evidencia progresiva sobre la localizacion
nuclear de proteinas, que no solo esté regulada por la importacion nuclear, sino también
por la actividad de exportacion (Ikuta, et al, 2004). Tomando en cuento esto, se sabe que
la exportacion de proteinas nucleares dependiente de sefiales de exportacion nuclear esta
regulada principalmente por la fosforilacién-desfosforilacion de la sefial de exportacion

nuclear (Ohtake et al., 2009, Eagle y Levine 1967). Por lo tanto, es probable que la sefal
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de exportacion nuclear de AhR constituya un médulo regulador de la exportacién nuclear
mediado por fosforilacion (lkuta et al., 2004). Entonces, es posible que la localizacién de
AhR esté regulada por un equilibrio de fosfatasas e inhibidores de fosfatasa en el nucleo,

gque depende de la confluencia celular (Dietrich y Kaina, 2010).
7.4 Citotoxicidad de la a-mangostina en células de Schwann S16

En este trabajo se estudio el efecto de a-mangostina en células de Schwann S16;
previamente en nuestro equipo de trabajo se determinaron viables las concentraciones de
0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM de otras xantonas en un tiempo de 48 h en astrocitos corticales de
rata en cultivo primario (Serrano, 2014). La utilizacion del ensayo de reduccion de MTT tuvo
el objetivo de determinar la toxicidad de la a-mangostina en el cultivo de celulas de Schwann
S16 con la aplicacion de concentraciones: 1, 2.5, 5y 10 uM, con la finalidad de determinar
las concentraciones adecuadas para los tratamientos en 24 y 48 h; ya que este método se
ha usado para evaluar la citotoxicidad, proliferaciéon celular e incluso funcién mitocondrial
(Bernas y Bobrucki, 2000; Stockert et al., 2012). En ambos ensayos, de 24 y 48 h se detect6
que la concentracion de 10 uM es téxica pues muestra diferencias significativas respecto al
vehiculo. De acuerdo con los datos obtenidos por MTT y la observacién al microscopio se
corroboré el efecto citotdxico; encontrando que en la concentracién de 10 uM, se observa
una tendencia hacia la muerte celular y dafio en la integridad celular producida por la o-

mangostina en las células de Schwann S16.

Las xantonas aisladas de Garcinia mangostana han sido ampliamente estudiadas
principalmente las mangostinas o, B y v, la garcinona E, la 8-deoxygartanin y la gartanin
(Pedraza Chaverri et al., 2008). Para la xantona a-mangostina no se ha descrito un efecto
citotoxico importante en células de las lineas RAW 264.7, MDM, HepG2, HT-29, THP-1y
Caco-2 en un rango de concentraciones de 4.5 a 15 uM (Gutierrez-Orozco et al., 2013). Sin
embargo, si es citotéxica en células de céancer de colon HCT-116 en un rango de

concentraciones de 2.5 a 30 pg/ml.

Este efecto fue confirmado en ratones xenografos inyectados con dichas células (Aisha et
al., 2012). Asimismo, la a-mangostina también presenta citotoxicidad en una linea celular
de cancer de mama humano 28 en intervalos de concentraciéon de 7.5 a 30 pM
(Kritsanawong et al., 2016). Lo anterior puede sugerir que a pesar de los
numerosos estudios in vitro e in vivo sobre la bioactividad de las xantonas de Garcinia

mangostana, se necesita profundizar mas para evaluar sus efectos protectores o toxicos
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dependiendo de las concentraciones empleadas y para qué tipo celular o tejidos son

utilizadas. Como en este caso en células de Schwann S16.

7.5 Xantona a-mangostina produce cambio en la localizacion celular del AhR

A lo largo de los afios, se han descubierto varios ligandos de AhR, tanto endégenos como
exogenos. La identificacion de estos ligandos ha proporcionado un mayor conocimiento de
las funciones fisiologicas de este factor de transcripcion (Busbee et al., 2013). Los ligandos
de origen exdgeno del AhR mas estudiados son principalmente xenobioticos, de naturaleza
hidrofébica y estructura plana, tal es el caso de productos de combustion incompleta o de
origen sintético como los hidrocarburos aromaticos halogenados o el TCDD (Vazquez et
al., 2016), o bien, los metabolitos secundarios de plantas. También existen informes de que
el AhR es capaz de unir ligandos endégenos como la bilirrubina, lipoxina A4 y derivados del
triptéfano. Por lo anterior, en este estudio se sugiere que a-mangostina pudiese ser un
ligando exdgeno de AhR, asimismo se ha demostrado que a-mangostina y otras xantonas
son metabolizadas por células humanas y animales (Gutierrez-Orozco y Failla, 2013). Por
lo tanto, se evalud el efecto de a-mangostina y su posible relaciébn con el AhR en
tratamientos de 24 y 48 h. Analizando las inmunofluorescencias realizadas con los
tratamientos, se encontré que en 24 h un porcentaje importante de AhR se encuentra
localizado de forma citoplasmética en el control, vehiculo y en concentraciones 1y 2.5 uM
de la a-mangostina se comienza a notar un efecto importante respecto a la localizacion
celular del AhR, pues se observa una localizacién perinuclear en donde se encontré una

diferencia significativa en estas concentraciones respecto al vehiculo.

A 48 h, el efecto fue evidente; se observd un cambio en la localizacion del AhR:
citoplasmatico, perinuclear y distribucién celular por toda la célula; el porcentaje de
localizacién citoplasmatico del AhR en control y vehiculo fue alto, a diferencia de las
concentraciones 1, 2.5, 5 y 10 yM de la a-mangostina que muestran diferencias
significativas respecto al vehiculo; en donde el porcentaje incrementa claramente a una

localizacién perinuclear para 1, 2.5, 5 yM y comienza una distribucién celular en 10 M.

De acuerdo a lo anterior, tanto el tratamiento de 24 como el de 48 h, en las concentraciones
donde se produce mayor efecto en el cambio de localizacion del AhR sonde 1y 2.5 uM de
la a-mangostina; esto, pudiese sugerir que en bajas concentraciones la a-mangostina esté
produciendo un efecto importante sobre el AhR en células de Schwann S16.

Se han realizado estudios de otros polifenoles como la quercetina, resveratrol, luteolina,

36



alizarina, apigenina, emodina que en un rango de bajas concentraciones que van de 0.6 a
3.9 uM modulan la actividad del AhR en la via inducida por TCDD en un bioensayo para
dioxina con el método de Ah-l, que es un ensayo de unién al receptor extraido de células
hepaticas de mamiferos (Amakur et al., 2008). También nuestro equipo de trabajo ha
realizado estudios con otros polifenoles como la morina, en donde se encontr6 que en
concentraciones menores a 2.5 mg/kg producen un efecto positivo en la proliferacion

neuronal (Ignacio, 2019).

Actualmente se sabe que los polifenoles tienen acciones benéficas sobre el sistema
nervioso (Williams y Spencer, 2012), por lo tanto, conocer el significado fisiolégico del efecto
producido por la a-mangostina a bajas concentraciones resulta interesante para
comprender la participacion del AhR en células de Schwann S16. Con los resultados
obtenidos se puede inferir un efecto de la a-mangostina sobre AhR, por el cambio en la
localizacién celular que presentd el AhR en los diferentes tratamientos. Por esta razén, y
considerando que hay una preferencia general del AhR hacia sustancias quimicas con una
estructura plana y con menos extension en las posiciones mediales y extensiones mas
grandes en las posiciones laterales (Xing et al.,, 2012); podria considerarse a la a-
mangostina como un ligando exdgeno del AhR, ya que al ser un polifenol, con una
estructura plana, de sistema aromatico triciclico [C6-C3-C6], unido a diferentes
sustituyentes: isopreno, grupos metoxilo e hidroxilo, se asemejan a los ligandos comunes

del AhR como los hidrocarburos aromaticos halogenados, b[a]p o TCDD.

El dominio de unidn al ligando minimo del AhR se ha mapeado en la region PAS B y la
secuencia inmediatamente después de PAS B (Coumailleau et al., 1995; Dolwick et al.,
1993). Por lo tanto, cuando un ligando cruza la membrana plasmatica, se une al AhR en el
dominio PAS B (Larigot, 2018). No obstante, poco se sabe sobre la base estructural de las
preferencias de ligando del AhR y la promiscuidad de ligando (Xing et al., 2012). Por lo
tanto, si a-mangostina activara la cascada de sefalizacion candnica de AhR, se debe
identificar el proceso en el cambio de la localizacién (citoplasmatico, perinuclear,

distribucion celular) que produce la a-mangostina sobre el AhR.

Esto, dado que muchos compuestos polifendlicos reaccionan facilmente con los
componentes de medios de cultivo celular generando H202, quinonas y semiquinonas

capaces de inducir alteraciones en la actividad celular (Gutierrez-Orozco y Failla, 2013).
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8. Conclusiones

Tomando en cuenta las observaciones; se puede notar la variacion en la localizacion
del AhR sin la aplicacién de un estimulo, la localizacién depende de la confluencia
celular. En confluencias bajas la localizacion del AhR es citoplasmatica, mientras que
en confluencias altas, la localizacion del AhR es nuclear en el caso de células de
Schwann S16.

La a-mangostina en células de Schwann S16 tiene un efecto citotoxico. Al realizar
los analisis estadisticos pertinentes, se obtuvieron valores significativos en el ensayo
de 24 y 48 h en la concentracién de 10 uM.

Las células de Schwann S16 presentan AhR y la a-mangostina es capaz de cambiar
su localizacion, dependiendo de la concentracion; encontrando valores significativos

para bajas concentraciones 1y 2.5 uM, en ensayos de 24 y 48 h.

9. Perspectivas

Evaluar con diferentes tratamientos de a-mangostina para conocer si promueve
translocacion nuclear.

Emplear diferentes métodos que nos permitan determinar si la localizacion del AhR es
nuclear o citoplasmatica e identificar si la a-mangostina es un ligando exdgeno del
AhR.

Identificar en que vias de sefializacion se encuentra relacionada la a-mangostina con
el AhR. Ademéas de Identificar si a-mangostina tiene actividad antiinflamatoria
dependiente del AhR, para esto se propone establecer un modelo inflamatorio en las

células de Schwann S16 usando lipopolisacarido (LPS).
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