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2. RESUMEN

Introduccién. La respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central es regulada
principalmente por las células gliales, las cuales desempefian una funcion importante en la
defensa cerebral, sin embargo, se ha relacionado la actividad excesiva de éstas células con
diferentes enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson. La xantona V (1, 3, 5, 6-tetrahidroxi-2-(3, 3-dimetilalil)-xantona),
aislada de la madera de Calophyllum brasiliense, es un compuesto polifendlico con
propiedades antibioticas, antimicéticas y antioxidantes.

Objetivos. Estandarizar el modelo inflamatorio con lipopolisacérido (LPS) en astrocitos
corticales de ratas neonatas en cultivos primarios. Investigar la capacidad de la xantona V
para proteger a los astrocitos de un estimulo inflamatorio inducido por LPS, a través de la
inhibicion de moléculas implicadas en la via de NF-«B.

Métodos. Los cultivos primarios de astrocitos corticales de rata fueron pre-tratados 1 h con
xantona V (1, 2.5, 5 uM) disuelta en 0.005 % de etanol (EtOH), y estimuladas con LPS (50
ug/ml) durante 48 h, condiciones experimentales previamente estandarizadas del modelo
inflamatorio en los astrocitos. La respuesta inflamatoria fue determinada por la expresion de
proteinas involucradas en el proceso de inflamacién: GFAP, y por la via de NF-«xB: p65,
subunidad de NF-xB, TNF-a, COX-2 e iNOS usando las técnicas de inmunofluorescencias
y Western Blot.

Resultados. El tratamiento de LPS aumenta la expresion de GFAP, p65, TNF-a, COX-2 e
INOS. EI pre-tratamiento con la xantona V y del vehiculo (EtOH 0.005%), inhibe la
expresion y translocacion de p65, ademas disminuye la expresion de GFAP e iNOS, sin
embargo, el pre-tratamiento con la xantona V provocé una disminucion en la expresion de
de COX-2 y TNF-a sin participacion del vehiculo.

Conclusiones. El tratamiento con LPS favorece la expresion de proteinas pro-inflamatorias
en los astrocitos de acuerdo a lo reportado en la literatura. Ademas, con nuestros resultados
sugerimos que la xantona V, participa en dos mecanismos moleculares involucrados en la
prevencidn de la inflamacién inducida por LPS: uno por la via de NF-kB en posible sinergia
con el EtOH y otra via involucrada en la disminucion de la expresion de TNF-a,, COX-2, e
iNOS.



3. INTRODUCCION

3.1 El Sistema Nervioso

El sistema nervioso es un sistema complejo que coordina e integra mualtiples funciones del
organismo: sus receptores sensoriales seleccionan informacion de origen externo e interno,
transmite e integra la informacion que recibe; ademas, permite la toma de decisiones y
canaliza la informacion hacia 6rganos o tejidos especificos; almacena informacién, que
puede ser recuperada cuando es requerida; modifica su estructura y funcionamiento frente a
cambios y estimulos, lo cual contribuye al aprendizaje; ciertos componentes o circuitos de
células nerviosas pueden generar patrones de actividad que contribuyen al comportamiento
global del organismo?.

En el sistema nervioso de los vertebrados, considerando las caracteristicas anatomicas se
pueden reconocer dos regiones principales: el CNS, que consta del encefalo y de la medula
espinal; y el sistema nervioso periférico, formado por los nervios craneales, espinales y sus
ganglios asociados. EIl sistema nervioso periférico lleva informacion desde el ambiente

interno y externo al CNS'2,

3.2. El Sistema Nervioso Central (CNS)

En el CNS, el encéfalo y la médula espinal son los centros principales donde ocurre la
correlacién y la integracion de la informacion. La médula espinal se ubica en el conducto
raquideo y el encéfalo se encuentra alojado en la cavidad craneal, esta rodeado y protegido
por tres meninges: la duramadre, la aracnoides y la piamadre?.

En términos de ontogenia el encéfalo se divide en tres estructuras principales: rombencéfalo,
mesencéfalo y prosencefalo?. EI rombencéfalo, esta organizado por: el bulbo raquideo, la
protuberancia y el cerebelo. EI mesencéfalo es un segmento corto en forma de cufia,
localizado entre el rombencéfalo y el prosencéfalo. La médula espinal estd conformado por
dos porciones: 1) el diencéfalo, que incluye el talamo, hipotalamo y el sistema ventricular, y

2) el telencéfalo, constituido por los hemisferios cerebrales y ganglios basales.!



3.2.1 Células del CNS

El CNS es una red compleja de diversos tipos celulares que pueden dividirse en dos
categorias: 1) las células nerviosas o neuronas, y 2) las células neurogliales o también
denominadas gliales o glia®.

La neurona esta constituida por un cuerpo celular o soma, que posee un nucleo, citoplasma o
pericarion, del cual emergen un nimero variable de prolongaciones cortas denominadas
dendritas y una prolongacion larga llamada axon; las dendritas y los axones se encargan de
recibir y transmitir la informacion mediante comunicaciones especializadas denominadas
sinapsis, en donde las membranas de células adyacentes estan en intima aposicion’. Las
neuronas presentan una amplia diversidad de formas y tamafios dependiendo de su ubicacion
en las diferentes estructuras del CNS®’. Segun su distribucion las neuronas determinan la
existencia de dos formas principales de tejido nervioso: sustancia blanca y sustancia gris. La
primera esta formada principalmente por los axones, mientras que la segunda, se conforma
por la agrupacion de cuerpos neuronales, formando ndcleos o ganglios o columnas de
neuronas’.

La glia es el tipo celular mas numeroso y variado en el encéfalo, supera en nimero en una
relacion de tres a uno a las neuronas. La glia presenta un cuerpo celular en donde se encuentra
la mayoria de los organelos, del cual emergen numerosas y variadas proyecciones
citoplasmaticas que son menos sobresalientes que las ramificaciones neuronales’. Estas
proyecciones, junto con las prolongaciones de las neuronas forman una red Ilamada
neurdpilo, que se sostiene a si misma y a las neuronas. Las funciones de sostén que
proporciona la glia, ayudan a definir contactos sinapticos, a mantener la capacidad de
sefializacién de las neuronas y en la reparacion de lesiones. La glia puede multiplicarse y

dividirse en el sistema nervioso maduro®.

3.2.2 Funciones generales de la glia

El término glia del griego “yAwa” significa pegamento y refleja la suposicion existente en el
siglo XIX de que estas células de alguna forma mantienen unido al CNS®. Sin embargo,
estudios recientes han mostrado diferentes funciones adicionales, como mantener el medio

ionico de las células nerviosas, regular la velocidad de propagacion de las sefiales nerviosas,
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modular la accion sinaptica al controlar la captacion de neurotransmisores en la hendidura
sinaptica o cerca de ella, proporcionar un andamiaje para ciertos aspectos del desarrollo
neural y ayudar en la recuperacion de la lesion neuronal, o en algunos casos impedirla>®-11,
Ante cualquier deterioro del tejido nervioso, ya sea en situaciones de lesion neuronal,
enfermedad e incluso envejecimiento, la glia posee la capacidad de responder
experimentando cambios morfolégicos y funcionales de manera gradual y estereotipica,
acompafiados por la produccién de citocinas proinflamatorias, proceso denominado como
gliosis reactiva o glia activada'?. Cabe aclarar que no toda la glia responde de la misma

manera cuando se produce un dafio neuronal®2,

3.2.3 Tipos de la glia

Se reconocen tres tipos de celulas gliales en el CNS maduro: la microglia, oligodendrocitos
y astrocitos’. La microglia deriva en mayor medida de células precursoras hematopoyéticas,
aungue algunas pueden derivar directamente de células precursoras neurales, ya que
comparten muchas propiedades con los macréfagos que se encuentran en otros tejidos, se
encargan de la eliminacion de restos celulares de sitios de lesién o de recambio celular
normal3. Los oligodendrocitos y los astrocitos, ambas de origen ectodérmico, son conocidos
como las células gliales verdaderas o macroglia. Los oligodendrocitos estan restringidos al
CNS, depositan una envoltura laminada y rica en lipidos llamada mielina alrededor de los
axones neuronales. Los astrocitos, estan limitados al encéfalo y la médula espinal, poseen
prolongaciones locales elaboradas que brindan a estas células un aspecto estrellado, de ahi el

prefijo “astro”™®"13,

3.3. Astrocitos

3.3.1 Morfologia y caracteristicas

A finales del siglo XIX, Andriezen y Doelliker***> describieron dos clases de astrocitos de
acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas y distribucion dentro del CNS in vivo: a) los
protoplasmicos, que estan distribuidos de manera relativamente uniforme dentro de la
materia gris, se caracterizan por su morfologia arborescente, con un gran namero de

prolongaciones con ramificaciones y, b) los fibrosos que se organizan a lo largo de los tractos
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de la sustancia blanca, donde estan orientados longitudinalmente en el plano de los haces de
fibras, tienen formas més estrelladas con prolongaciones largas poco ramificadas (Imagen
1)1016-18 En cultivos primarios de astrocitos se han descrito dos poblaciones: los
denominados astrocitos de tipo I, que no presentan prolongaciones y constituyen la

subpoblacion predominante, y los astrocitos de tipo Il, con prolongaciones y presentes en
menor proporcion?22,

Imagen 1. Tipos de astrocitos de humano. A. Astrocito protoplasmico de la materia gris, B. Astrocito fibroso

de la materia blanca?®.

Ademas se han descrito otros tipos ya sea en el sistema nervioso en desarrollo, glia radial, o
en regiones concretas del CNS adulto, como las células de Miiller de la retina, glia de
Bergmann del cerebelo y tanicitos. Las terminales de las prolongaciones de los astrocitos
pueden unirse a un capilar del vaso sanguineo, e interponerse en la sinapsis neuronal. A esta

intima union entre neuronas, astrocitos y vasos sanguineos se le denomina unidn
neurovascular®®?° (Imagen 2).

11



Neurona

Pie terminal

Capilar

Astrocito

Pie terminal

Imagen 2. Union neurovascular. A la intima union entre neuronas-astrocitos-vasos sanguineos se le llama

unién neurovascular. Modificado de Fundamentos Biolégicos de la Conducta °.

Sin embargo, ninguna de estas clasificaciones engloba la gran heterogeneidad de astrocitos
existentes, puesto que existen evidencias que apuntan que su morfologia puede variar en
presencia de neuronas y neurotransmisores, durante ciertos estados patoldgicos y entre
diferentes regiones cerebrales!’ es por esto que su estudio mediante marcadores moleculares
especificos ha sido de gran importancia. Los marcadores moleculares mas frecuentes son: la
proteina &cida glial fibrilar (GFAP), la vimentina y el ligando a calcio S-1008. Sin embargo,
se utiliza principalmente la GFAP, ésta tiene un peso molecular de 48 KDa en raton, 49 KDa
en humanos y 51 KDa en rata. La fosforilacién y defosforilacion de residuos de su region
amino terminal regulan su polimerizacién, en condiciones fisioldgicas la mayoria de las
GFAP se encuentran formando filamentos intermedios de 10 nm?, y estd implicada en
muchos procesos funcionales de la célula, entre ellos el mantenimiento de la estructura, el

movimiento, la comunicacion celular y el funcionamiento de la barrera hematoencefalica?2*.
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Se ha reportado que la vimentina se coexpresa con la GFAP en los astrocitos inmaduros y a

medida que maduran, la expresion de GFAP reemplaza a la vimentinat61823.25.26

3.2.2. Funciones de la astrocitos

La idea clasica que excluia a los astrocitos de una participacién activa en la fisiologia del
CNS se basaba en el hecho de que carecen de la propiedad fundamental que poseen las
neuronas: la excitabilidad eléctrica. Sin embargo, el desarrollo de nuevas técnicas
electrofisiolégicas, de imagen y del uso de marcadores fluorescentes sensibles a iones, que
permiten estimar la concentracion y la dindmica intracelular de iones en células vivas, ha
permitido demostrar que los astrocitos si son células excitables y que su excitabilidad se basa
en variaciones de la concentracion intracelular de calcio ?’. Estas variaciones, pueden
presentarse como oscilaciones intrinsecas por actividad espontanea independientes de la
actividad neuronal o inducidas por neurotransmisores®”2y se ha propuesto que son las
responsables de la comunicacidn astrocito-astrocito y astrocito-neurona. En este ultimo caso,
las neuronas liberan sustancias como ATP o glutamato, que activan receptores acoplados a
proteinas G aumentando la concentracion de inositol trifosfato y éste, a su vez, regula la
liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmico®232428 sin embargo, Schummers y cols.,
en el 20082°, encontraron que las oleadas de calcio no se propagan in vivo a otros astrocitos,
lo cual sugiere que los astrocitos responden como células individuales y con patrones Unicos
de respuesta, de forma analoga a como lo hacen las neuronas. También, los astrocitos liberan
factores de crecimiento y citocinas que ejercen efectos potentes y prolongados sobre la
sinapsis. La interrelacion entre astrocitos, neuronas forman la sinapsis tripartita, en donde
los astrocitos tienen un papel directo e interactivo en la actividad sinaptica, por tanto, son
indispensables para el correcto procesamiento de la informacion en los circuitos cerebrales?®.
Por otro lado, gracias a la union neurovascular, los astrocitos pueden regular el flujo
sanguineo que llega al CNS, acoplando los cambios en la microcirculacion cerebral con la
actividad neuronal. Los astrocitos captan glucosa de la circulacion y proporcionan a las
neuronas metabolitos energéticos, contribuyen al correcto metabolismo del CNS?, ya que
constituyen la principal reserva de granulos de glucdgeno y estos granulos son mas
abundantes en zonas de alta densidad sinaptica. Ademas, hay evidencias de que los niveles

de glucdgeno en astrocitos estan modulados por glutamato y que los metabolitos de glucosa
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se transmiten a astrocitos vecinos por uniones comunicantes (gap junctions) en un proceso
mediado también por glutamato®.

La homeostasis de la union vascular es fundamental para la funcion cognitiva y su alteracion
podria estar relacionada con alteraciones cognitivas como la enfermedad de Alzheimer?®,
Recientemente, se ha demostrado que los astrocitos establecen la formacion y la
reorganizacion estructural del andamiaje vascular mediante la expresién del factor de
crecimiento del endotelio vascular.

Los astrocitos desempefian un papel fundamental en el desarrollo del sistema nervioso. Los
axones en crecimiento son guiados hacia sus objetivos mediante moléculas guia derivadas de
astrocitos, como tenascina C y proteoglicanos, ademas participan activamente en la
sinaptogénesis, no solo durante el desarrollo sino tambien tras una lesién del CNS. Se ha
sugerido que la actividad neuronal puede a su vez controlar la capacidad sinaptogenica de los

astrocitos?®.

3.2.3. Respuesta de los astrocitos al dafio

Los astrocitos son de las primeras células en responder a un dafio en el CNS®! proceso
denominado astrogliosis o astrocitos reactivos. La reactividad de los astrocitos es un término
que abarca cambios en la morfologia y la funcidn en respuesta a una situacion crénica
deletérea como es el envejecimiento?, a una lesién aguda o mecanica del tejido, o a cualquier
condicién patoldgica como en alteraciones neuroldgicas por ejemplo la enfermedad de
Alexander o en diferentes enfermedades neurodegenerativas.

El estado reactivo de los astrocitos se definid inicialmente con base en criterios
morfoldgicos, donde el soma y los filamentos intermedios son hipertréficos, ademas con un
aumento en la los expresion de GFAP, vimentina y nestina. Existen diversos marcadores para
identificar a los astrocitos reactivos incluyendo el aumento en los niveles de ciertas citocinas,
moléculas de adhesidn y de reconocimiento, asi como otras proteinas generalmente asociados
a efectos perjudiciales como el ligando a calcio (proteina S100B), iINOS y COX-2. En
lesiones agudas los astrocitos expresan genes tempranos inmediatos, como c-fos, sobre-
expresan filamentos intermedios y desencadenan cambios morfoldgicos en pocas horas?®.
Los astrocitos reactivos, con el objetivo de proteger a las células del CNS, responden con

diferentes eventos fisioldgicos y moleculares como lo es el trasporte de glutamato desde el

14



espacio sinaptico evitando asi la sobrestimulacion de receptores glutamatérgicos, también,

liberan glutation para contrarrestar el estrés oxidativo, y facilitan la reparacion de la barrera

hematoencefalica. Ademas, limitan la difusidn de células inflamatorias y agentes infecciosos,

participan en la respuesta inmunitaria y como son mas numerosos que la microglia, es posible

que sea el componente mayoritario del sistema inmune innato del CNS?%,

En resumen, la respuesta astrocitaria sirve como sensor del dafio a nivel microambiental en

cualquier lugar del CNS. Existe evidencia de que las alteraciones de la funcion astrocitaria

pueden contribuir al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis

multiple, la adrenoleucodistrofia, enfermedades de Huntington, Parkinson, Alzheimer, entre

otras®. La reactividad astrocitaria es un marcador de eventos que inducen una respuesta de

proteccion y recuperacion del CNS sin embargo, el exceso de la astrogliosis induce efectos

perjudiciales (Tabla 1).

Tabla 1. Respuestas fisioldgicas y moleculares de la astrogliosis que confieren proteccién o dafio.

Respuesta

Efecto benéfico

Respuesta

Efectos perjudiciales

Liberacion de factores
neurotroficos
Mantenimiento del medio
extracelular

Liberacion de moléculas

anti-inflamatorias

Restauracion de la barrera

hematoencefalica

Aislamiento del sitio de
lesion y la contencién de la

infeccion

Factor neurotréfico dependiente
de actividad

Captacién de neurotransmisores
excitotoxicos, antioxidante
IL-2, IL-6, Interferon

Secrecion de proteoglicano
heparan sulfato, laminina y
fibronectina.

Responden a patrones
moleculares asociados a

patégenos como LPS

Restriccion de la
regeneracion axonal
Secrecion de sustancias
neurotoxicas
Liberacion de moléculas

pro-inflamatorias

Cicatriz glial

Liberacion de
glutamato
Incrementan expresion
de citocinas y

guimiocinas.
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3.4 Inflamacion en el CNS

La neuroinflamacion es definida como la activacion del sistema inmune innato del cerebro
en respuesta a un reto inflamatorio y se caracteriza por una serie de cambios celulares y
moleculares en el cerebro. Las células gliales, principalmente los astrocitos y la microglia,
se activan y se vuelven hipertréficas, ademas expresan de manera excesiva proteinas
inmunomoduladoras de superficie celular e incrementan, tanto la sintesis como la liberacién
de moléculas pro-inflamatorias incluyendo las citocinas, quimiocinas y prostanoides®. La
induccién de estas moléculas esta dada por diferentes estimulos inflamatorios, como la

exposicion a toxinas bacterianas, por ejemplo: el lipopolisacarido (LPS).

3.4.1 Estructura del Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es una endotoxina que representa el principal componente de la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas y posee un papel clave en el desarrollo de infecciones y
sepsis. Aungue existe una gran variacion en la composicion del LPS de diversas cepas
bacterianas, todos ellos muestran una estructura comun. Se trata de moléculas anfipaticas
consistentes en una parte polisacarida e hidrofilica que va a unida covalentemente a un
componente lipido e hidréfobo, denominado lipido A %,

El heteropolisacarido comprende dos regiones: la cadena O-especifica también llamada
antigeno O, formada por tres unidades repetitivas de oligosacarido; y el nacleo central. Este
a su vez se subdivide en nucleo externo, formado por hexosas, mediante el cual se une al
antigeno O; y el nucleo interno, formado por heptosas. El lipido A se compone en general de
un disacérido fosforilado, unido a dos D-glusaminas en posicion b1, 6 y que porta un maximo
de seis o siete residuos acilo. Este se encuentra unido al nucleo interno mediante un residuo
Ilamado &cido 3-deoxi-D-mano-octo-2-ulosonico (KDO) Existen variaciones en la longitud,
posicion y numero de acidos grasos que componen el lipido A (Imagen 3). Este constituye el
principio endotédxico del LPS, mientras que los efectos bioldgicos son reproducidos por la

parte lipidica A libre3334,
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Imagen 3. Estructura comudn del LPS de las bacterias. Modificado de Bermejo, 2003. Mecanismos de

transduccion del lipopolisacarido®.

3.4.2 Transduccion de sefales inducidas por LPS.

Cuando el LPS llega al torrente sanguineo formando parte de las bacterias o en forma libre,
procedente de la lisis de microrganismos, por antibioticos por ejemplo, interacciona con
algunas de las moléculas que se encuentran en el tejido. Entre estas moléculas estan las
proteinas bactericidas que incrementan la permeabilidad de la membrana, las proteinas
cationicas denominadas CAP 18, CAP 37 y P15A/P15B, las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), y proteinas como la albumina y la hemoglobina, entre otras, para dar lugar a una
reaccion con el hospedero y adoptar la llamada conformacidn endotédxica. Se ha demostrado
que el LPS puede unirse directamente a la célula y mediante el complejo LPS-CD14, a las
selectinas P y L solubles o ancladas en la membrana de plaquetas y células endoteliales. Sin
embargo, el LPS puede interaccionar con los receptores de tipo Toll (TLR), cuando esta en
grandes concentraciones, en especifico al TLR433-3,

Existen varias proteinas implicadas en la transduccién de sefiales derivadas de la unién de
LPS al receptor TLR4. Una de ellas es la proteina mieloide de diferenciacién MD-2, proteina
de membrana expresada en macrofagos y otras células que tiene la capacidad de unirse al
TLR4. En el citoplasma, se requiere la union al TLR de la proteina mieloide de
diferenciacion, MyD88, ésta facilita la union del receptor a su sustrato, la cinasa asociada al
receptor de Interleucina 1, IL-1R (IRAK). La IRAK se une a otra proteina adaptadora, el

factor asociado al receptor de necrosis tumoral (TRAK-6), la cual se une a la cinasa activada
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por el factor de crecimiento transformante  (TAK-1) para facilitar la fosforilacion de ésta
ualtima por IRAK. La cinasa intermediaria TAK-1 puede activar la via de las JINK, aunque no
se ha determinado a que nivel actla. La proteina asociada a TAK-1 o TAB-1 podria estar
implicada junto con ésta, en la activacion de las proteinas cinasas activadas por mit6égenos
MAPK tipo JNK y/o p3834-3¢,

El LPS activa una red de proteinas citoplasmicas que pueden dar a la formacion de distintos
mensajeros secundarios intracelulares. Uno de ellos es el factor nuclear kappa B (NF-kB),
cuya activacioén puede ser realizada por distintas vias. Este factor de transcripcion esta
formado por varias subunidades: p50/105, p65, p52/100, c-Rel y RelB, que se dimerizan
para dar a lugar a distintas isoformas inducibles por multiples factores. Los diferentes modos
en que este factor puede ser activado son: a) mediante la via de las MAPK, y b) por la
sefializacion de los receptores TLR.

El NF-xB es un factor de transcripcion implicado en la respuesta de diferentes estimulos,
entre ellos la IL-1, TNF—a y el LPS. Su importancia radica en que casi todos los genes de
los mediadores principales que se inducen son regulados por dicho factor, entre ellos TNF-
o, IL-1B, IL-6, IL-8, COX-2 e iNOS, donde ademas se han descrito dos sitios de union al
NF-xB en el gen que la codifica, como se observa en la Imagen 43+%,

El conjunto de mecanismos activados por la interaccion del LPS con las células y numerosas
moléculas plasmaticas hace que se dispare la produccion y activacion de diversos mediadores
implicados en los procesos de la inflamacidn, de las cuales podemos destacar las citocinas
TNF-a vy las interleucinas IL-1p, IL-6 e IL-8. Ademas el LPS tiene la capacidad de inducir

la produccidn de radicales libres, ROS y NO34:3,
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Imagen 4. Via de transduccién de sefiales inducidas por LPS. Representacion de las diferentes cascadas de

sefializacion celular provocadas por el estimulo de LPS. El factor de transcripcion NF-kB es activado y regula

genes de moléculas pro-inflamatorias como el TNF-a,, COX-2 e iNOS.

3.4.3 EIl LPS como modelo inflamatorio en cultivo de astrocitos.

Existen diversos modelos que permiten mimetizar las caracteristicas neuroquimicas

histolégicas y fisiologicas, que acompafian a los procesos inflamatorios cerebrales. Los

astrocitos responden a diferentes patrones moleculares asociados a patdégenos como el LPS,

incrementando la expresidn de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias. También se ha
demostrado que expresan TLRs: TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9; ademas, de los

receptores de reconocimiento de PAM (PRRs) como NOD1, NOD?2 y el receptor de manosa.

Los mediadores inflamatorios liberados por los astrocitos después de la activacion de los
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PRRs activan células vecinas, amplifican la respuesta inmune inicial y modifican la
permeabilidad de la barrera hematoencéfalica para permitir la infiltracion de los leucocitos
que dirigen la respuesta adaptativa. Estos mediadores participan en la inflamacion y la
inmunosupresion, el equilibrio entre estas dos respuestas es esencial, ya que la desregulacion
de estas vias puede desencadenar un proceso crénico de neuroinflamacion vy
neurodegeneracion. Los astrocitos son una fuente sustancial de citocinas y quimiocinas
inmunoldgicamente relevantes y por lo tanto es un tipo celular importante en la modulacion
de la respuesta inflamatoria®®-38. Sin embargo, los modelos inflamatorios con LPS en cultivos
primarios de astrocitos de rata y raton reportados en la literatura cientifica son relativamente

pocos, Y las condiciones de los tratamientos son variadas.

3.4.3.1 Modelo inflamatorio con LPS en rata.

El grupo de Sawada y cols., 1992, fue el primero en realizar estudios de cultivos de astrocitos
corticales de rata mantenidos con DMEM acondicionado con 10 % de SBF y estimulados
con 0.1 pg/ml de LPS de 3-5 horas, reportaron que este estimulo induce la produccion de IL-
6, y su mRNA, e induce la sintesis del TNF—o asi como de la 1L-1%°. Asi mismo, Wilms y
cols., 2010, reportaron que en astrocitos incubados con 0.01ug/ml de LPS de Salmonella
typhimurium durante seis horas aumentan los niveles del mMRNA de iNOS, IL-1pB, IL-6y
TNF-0*° . Por otro lado, Sheng y cols., 2011, acondicionaron a los astrocitos con DMEM
libre de FBS cuatro horas antes del estimulo con 0.1 ug/ml de LPS de Escherichia coli F583
incubados por 24 h; en estos experimentos observaron que el LPS no induce la produccién
de oxido nitrico, pero éste si era inducido por el conjunto de las citocinas TNF-o + IL-1B +
IFNy; ademas, el co-estimulo LPS + IFNy, indujo un ligero cambio morfologico en los

astrocitos*!.

3.4.3.2 Modelo inflamatorio con LPS en raton.

Los modelos neuroinflamatorios realizados en cortezas de raton son mas cabundantes, por
ejemplo, Johan y cols., 2008% | realizaron cultivos primarios de astrocitos corticales de raton
de la cepa Balb/c con DMEM acondicionado con 20 % de FBS hasta obtener el 95 % de
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confluencia celular, 48 horas antes de los tratamientos, se reemplazé por DMEM libre de
suero con medio neurobasal y fueron expuestas a 0.1 ug/ml de LPS de Escherichia coli
durante 12 h, lo que indujo una sobrerregulacién de enzimas responsables de la sintesis de la
prostanglandina E2 (PGE>), una baja regulacion de las enzimas que catalizan la degradacién
de PGE: y la produccion de leucotrienos pro-inflamatorios; estos cambios fueron
acompafiados por un aumento significativo en la PGE extracelular, concluyendo asi que los
astrocitos estan involucrados en la regulacion de prostanoides pro-inflamatorios en el CNS.
Otro ejemplo es el de Liu y cols., 2009, quienes usaron cultivos de astrocitos corticales de
ratones de 3 a 4 dias de nacidos incubados con DMEM/ F12 suplementado con 10 % de FBS;
una vez confluentes disminuyeron el FBS a 1 % dos dias antes de los tratamientos de LPS a
la concentracion de 1 pug/ml; bajo estas condiciones, observaron que este tratamiento reduce
significativamente la viabilidad de astrocitos y aumenta la expresion del mMRNA de IL-1, IL-
6, TNF-a y del receptor de estrégenos*2.

En el estudio de Lu y cols., 2010, utilizaron 0.5 ug/ml de LPS, sin especificar la cepa
bacteriana, en cultivos primarios de astrocitos corticales de ratones C57BL/6 con DMEM
suplementado con 10 % de FBS, incubando durante 8 h con el agente toxico; bajo las
condiciones de este modelo inflamatorio in vitro, reportaron que el LPS no reactiva
morfologicamente a los astrocitos pero si estimula la expresion de TNF-a, IL-13, IL-6, y
iNOS e induce significativamente la activacion de NF-kB*.

Lee y cols., 2012, realizaron cultivos primarios de astrocitos corticales de raton BV-2 de dos
dias de nacidos, acondicionados con DMEM mas 5 % de FBS y después de nueve dias
reemplazaron DMEM con 10 % de FBS, el cultivo fue tratado con 1ug/ml de LPS por 24
horas, bajo estas condiciones encontraron altas concentraciones de nitrato en el medio, y un
aumento de la sintesis de PGE>, acompafiado con la liberacion de ROS, TNF-a. e IL-1p . Asi
mismo, Bi y cols., 2013, trabajaron con cultivos de astrocitos corticales de rata de 1 dia de
nacidos usando DMEM + 10 % de FBS vy tratados con 1ug/ml de LPS+ IFN (100U/ml)
durante 24 h, y sus hallazgos muestran que esta mezcla induce cambios morfoldgicos
importantes, ya que aumenta la actividad de NF-xB y la produccién de iNOS, NO, ROS, y
COX-2%,

En resumen, la administracion de LPS en cultivos primarios de astrocitos corticales de rata o

raton, induce la liberacién de citocinas pro-inflamatorias como IL-1p, IL-6 y TNF-a; estos
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antecedentes nos indican que la inflamacion inducida por LPS esta relacionada con la

activacion de NF-xB, factor que regula las condiciones neuropatoldgicas (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de las diferentes condiciones experimentales y resultados obtenidos en los modelos

neuroinflamatorios in vitro de LPS, en cultivos de astrocitos corticales de rata y raton.

Cepa bacteriana [LPS] Modelo animal FBS (%) Tiempo Modulacion de Referencia
del LPS usado pg/ml (h) marcadores
neuroinflamatorios
No especificado 0.1 Rata, Corteza 10 3-5 Aumento de IL-6, TNF-o, (Sawada y cols.,
IL-1 1992)
Salmonella 0.01 Rata, Corteza 10 6 Incremento de iNOS, IL- (Wilmsy cols.,
typhimurium 1B, IL-6 y TNF-a 2010)
Escherichia coli 0.1 Rata, Corteza; No 24 No induce NO (Sheng y
F583 especificado cols., 2011)
Escherichia coli 0.1 Ratén Balbic, No 12 Aumento de PGE; (Johann y cols.,
Corteza especificado extracelular 2008)
No especificado 1 Raton, Corteza 1 96 Incremento de IL-1, IL-6, (Liuy caols.,
TNF-a 2009)
No especificado 0.5 Ratén C57BL/6, No 8 Incremento de TNF-a, IL- (Luycols.,
Cerebro, especificado 1P, IL-6, MCP-1 e iNOS, 2010)
NF-xB
No especificado 1 Raton BV-2, 10 24 Aumento de nitrato, PGE, (Lee ycols.,
Corteza ERO’s, TNF-a e IL-1 2012)
Escherichia coli, 1 Raton, Corteza 10 24 Aumento de iNOS, NO, (Biy cols.,
055:B5 EROS, COX2, TLR4 y 2013)
NF-xB
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3.5. Uso de fitomedicamentos

La modulacion de cascadas de sefializacion y los factores de transcripcion pro-inflamatorios,
asi como las citocinas y la produccién de NO, en astrocitos, por el uso de agentes terapéuticos
como los fitomedicamentos, puede resultar en una supresién de la inflamacion, y finalmente,
a la proteccion contra la neurodegeneracion*®47.

Los fitomedicamentos, son medicamentos elaborados de moléculas quimicas, como los
polifenoles, aisladas de las estructuras vegetales que poseen acciones terapéuticas,
preventivas, curativas o atenuantes de una enfermedad, de manera eficaz y segura. En los
altimos afios, ha aumentado el interés de estudiar el potencial neuroprotector de los
polifenoles, estos componentes que encontramos en nuestra dieta cotidiana pueden
representar una nueva estrategia para luchar contra la neurodegeneracion, a traves de su
capacidad para inhibir el estrés oxidativo y la inflamacion que llevan a la célula a muerte por

apoptosis*®4°,

3.5.1 Polifenoles

Los polifenoles estan presentes en altas concentraciones en una amplia variedad de frutas,
verduras y bebidas como el vino tinto y el té*. Desde el punto de vista estructural, los
compuestos polifendlicos se caracterizan por tener mas de un grupo fenol, y se dividen a su
vez en subgrupos como los estilbenos, antraquinonas, lignanos, flavonoides y xantonas®®°2,

Estudios recientes en modelos in vivo e in vitro indican, que los polifenoles presentan efectos
como antioxidantes y anti-inflamatorios, aunque los mecanismos moleculares asociados con
los efectos anti-inflamatorios ain no estan totalmente establecidos, varios estudios in vitro
indican que acttan principalmente inactivando la cascada de sefializacién de NF-kB, y
disminuyendo la expresion de marcadores pro-inflamatorios como TNF-a. *2,

Por ejemplo, el té verde y el cacao son buenas fuentes de flavonoides como la catequina y la
epicatequina, estudios recientes revelan que estas moléculas atentian la produccion de Oxido
Nitrico en células de glioma de rata de la linea C6 mediante la inactivacion de NOS®3, Los
frutos citricos son excelentes fuentes de la naringenina, hesperetina y las bayas contienen

altas concentraciones de antocianinas como la cianidina y malvadina. Esto Gltimo se ha
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observado para ser eficaz en la proteccion del deterioro cognoscitivo y motor debido al
envejecimiento en un modelo in vivo®.

Se han utilizado distintos modelos con LPS en cultivos primarios de astrocitos para
determinar el efecto anti-inflamatorio de diversos polifenoles. Liu y cols., 2009, trataron con
diferentes concentraciones de daidzeina, un polifenol tipo isoflavona encontrada
principalmente en la soya, y determinaron que a 10° uM con 1 h de pre-tratamiento y a 96 h
de co-incubacion con LPS disminuye la sintesis de NO, desde el segundo dia de tratamiento,
y de la expresion génica de IL-1, IL-6 y TNF-a al igual que el mRNA de ER-ay ER-
B inducidas por LPS*2.

En el trabajo de Lu y cols., 2010, se evalud el efecto del resveratrol, un componente
polifendlico que se halla en las uvas, moras y nueces, determinaron que la concentracion de
50 uM en astrocitos estimulados con LPS, inhibe la expresion de TNF-a, IL-6, MCP-1 e
INOS/ NO pero no de IL-1B; disminuye la fosforilacion de JNK, e impide la activacion de
NF«B, sin embargo, no tiene efecto en la fosforilacion de ERK1/2 y p38*. En el mismo afio
Wilms y cols., utilizaron el dimetil-fumarato, éster cominmente utilizado en infecciones
cutaneas, y reportaron que la concentracion de 10 uM inhibe la expresion del mRNA de
iNOS, IL-6 y TNF-o en astrocitos tratados con LPS*°. En el trabajo de Lee y cols., 2012,
hallaron que la 4-O-metil onikiol a 2 uM suprime la expresion de iINOS y COX-2, inhibe la
produccion de ROS, NO, PGE>, TNF-a, IL-1B, ademés, la 4-O-metil onikiol evita la
degradacion de 1kB, sugiriendo que este es el posible mecanismo por el cual el NF-xB no
actlia como un factor de transcripcion de proteinas pro-inflamatorias**.

El catalpol, un glucosido iridioide aislado de las raices de Rehmannia glutinosa, fue estudiado
por Bi y cols., 2013, sus resultados muestran que a 500 uM reduce la produccion de NO y
ROS, asi como la actividad de iNOS vy atenta la expresion de genes participantes en la
inflamacion: INOS, COX-2 y TLR4, sugiriendo que el catalpol puede ejercer efectos
inhibitorios en la reaccion inflamatoria de los astrocitos*, las condiciones que utilizaron los

diferentes trabajos reportados se presenta resumida en la tabla 3.
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Tabla 3. Comparacién de estudios realizados en cultivos primarios de astrocitos corticales de rata y ratdn

tratados con diferentes polifenoles, estimulados con LPS como un modelo in vitro de inflamacion.

Polifenol Origen Disolvente  [uM] Tipo Tiempo  Efectos Referencia
[%o] tratamiento
Pre- 1h Disminuye IL-1,
Daidzeina  Soya Etanol 10 IL-6, TNF-a. (Liuy cols., 2009)
Co- 4 dias
Inhibe TNF-a ,
Resveratrol Nueces, No 50 Pre- 30 min IL-6, MCP-1, (Luycols., 2010)
uvas, moras  especificado iNOS/NO y NF-
Co- 24 h «B
Dimetil- Esteres de 0.1% Pre- 30 min Inhibe IL-6, TNF- (Wilms y cols.,
fumarato acido DMSO 10 a e iINOS 2010)
fumarico Co- 6h
Reduce ERO’s,
4-O-metil Magnolia 0.05 % TNF-a,  IL-1pB, (Lee y cols.,
onokiol Magnolia Etanol 2 Co- 24 h iNOS, COX-2 2012)
Lignano officinalis
Kaikei AtenGa  cambio
Catalpol Rehmannia Pre- 1h morfoldgico,
Rehmannia PBS 500 inhibe act. iINOS, (Biy cols., 2013)
glutinosa Co- 24 h COX-2 y NF-xB
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3.5.2 Xantonas

Las xantona son un subgrupo de polifenoles que encontramos en diversas plantas como el
mango Yy el mangostéan, presentan un esqueleto basico derivado de la benzofenona. Tienen
una estructura quimica unica compuesta de un sistema aromatico triciclico (C3-C6-C6), y
diversos grupos de tipo isoprenos, metoxilos e hidroxilos situados en varios lugares en los
anillos A 'y B, dando lugar a una gran variedad de compuestos de xantonas®®.

Tiene su origen en el producto de degradacion de la fenilalanina: el &cido m-hidroxibenzoico
(Cs-C1) y su posterior condensacion con tres unidades de malonato. Otra ruta alterna podria
ser la combinacion de una unidad Ce-C3, por ejemplo un acido cindmico con dos unidades de

malonato para obtener benzofenona (Imagen 5).

C6-Cl1+3C2 =
—— —_—
C6-C342C2 #
o 0

Imagen 5. Origen biosintético de las xantonas®’.

El acoplamiento oxidativo podria conducir a la formacién de la xantona. Las xantonas pueden
ser simples o modificadas. En este Ultimo caso por la presencia de un sustituyente glicosidico
0 grupo prenilado (2,2 dimetilalil). Ademas por grado de oxigenacion que presenten pueden

ser clasificadas como mono, di, tri, o tetraoxigenadas®®®’ (Imagen 6).

a) b)
Imagen 6. Esqueleto de la xantona y sus sutituyentes. a) sustituyente isoprenilo (2,2-dimetilalil), b) sustituyente

cromeno producto de la ciclizacién del isoprenilo con un -OH fendlico de la xantona®.
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El estudio de las xantonas es interesante desde el punto de vista farmacoldgico, ya que
recientemente se ha mostrado que las xantonas, al igual que otros polifenoles, poseen efectos
diuréticos, antimicrobianos, antivirales, anti-tumorales, anti-ulcerosos, anti-hepatotdxicos,
anti-leucemicas, cardiotonicos y supresores del SNC, también se ha observado la inhibicion
de la MAO-A y MAO-B %8 Las xantonas comunmente estudiadas son la a- B- y y-
mangostinas aisladas del fruto mangostan (Garcinia mangostana L.). Se ha informado que
presentan actividad anticancerigena, antioxidante, anti-proliferativa, pro-apoptoética y anti-
inflamatoria®. Se ha reportado que la a-mangositna atenlia la expresion de mediadores
inflamatorios inducidos por LPS como TNF-a e IL-6 en macrdfagos humanos U937, ademés
mostraron que aminora la activacion de varias vias de sefializacion incluyendo 1L, MEK,
INK, ERK, STAT-1y AP-1%. Las concentraciones utilizadas en estos estudios fueron desde
6 a 12 nM hastal0-30 uM>%° pero las concentraciones del LPS diferian. También se
demostrd que a-mangostina, en adipocitos humanos estimulados con LPS, inhibe la
activacion de MAPK, NF-xB y AP-1 y disminuye la expresion de genes de citocinas pro-
inflamatorias. Ademas, se ha reportado que la a- y la B-mangostina inhiben NO y PGE: en
macrofagos murinos RAW267.7. Estos efectos se asocian con cantidades disminuidas de
MRNA de iNOS y COX-251-63,

La belidifolina (1, 5, 8,-trihidroxi-3-metoxi-xantona), aislada de Swertia japonica, es un
metabolito que inhibe selectivamente la monoamina oxidasa A y es un potente agente
hipoglucemiante en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina®®. La psorospermina, un
epoxido dihidrofuranoxantona, aislado de las semillas y el tallo de la planta tropical africana
Psorospermun febrifugum, exhibe una actividad significativa contra la leucemia y en
modelos de tumores de mama y colon, ademas se ha demostrado que posee la capacidad de
intercalarse con el DNA. En general, las xantonas y sus derivados también han demostrado
ser inhibidores efectivos de las alergias y broncodilatadores en el tratamiento del asma®®.
Asi mismo, la caloxantona A aislada de las raices y de la madera de Calophyllum inophyllum,
conocido como “laurel alejandriano”, se ha demostrado que tiene efecto inhibitorio
significativo contra Salmonella aureus, ademas produce depresion del SNC en ratas y
ratones®®. Otra especie de este género es el arbol tropical de América, C. brasiliense que
produce una madera fuerte y durable, del cual han aislados entre otras moléculas, una

variedad de xantonas
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3.6 Calophyllum brasiliense

3.6.1 Caracteristicas de C. brasiliense

En América Latina, una de las especies mas abundantes y ampliamente distribuidas es
Calophyllum brasiliense Cambess (Clusiaeae), esta es una planta medicinal conocida como
“Bari”, “Santa Maria”, en Chiapas, “Cedro Cimarrén” en Oaxaca, “Guya” en Tabasco, “Palo
Maria” en Nayarit, “Guanadi” en Brasil®’. Esta planta ha sido usada en la medicina
tradicional para tratar una amplia variedad de enfermedades como: bronquitis, afecciones
hepaticas y gastricas, dolor, inflamacion, diabetes, hipertension, diarrea, herpes y

reumatismo®8:6°,

3.6.2 Descripcion taxonomica.

C. brasiliense es el Unico representante de su género en México, es un arbol perennifolio,
que crece de 20 a 30 m de alto y llega a medir hasta 50 m (Imagen 7A), es dioico, algunos
autores consideran que los arboles de C. brasiliense presentan flores masculinas y
hermafroditas: andromonoicas. Las flores se encuentran en paniculas axilares de 2.3 a5 cm
de largo, son blancas, numerosas y pequefias, ligeramente fragantes, actinomarficas (Imagen
7B); con frutos de tipo drupa de 1.8 a 3 cm de largo, aunque también ha sido clasificada como
baya; semillas ovoides o esféricas de 1.7 a 2.2 cm de largo y ancho, de color blanco

amarillentas y sin endospermo (Imagenes 7C y 7D)%70
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Imagen 7. Ejemplar de Calophyllum brasiliense. A) Arbol adulto, B) inflorescencia en forma de panicula, C)

frutos inmaduros, y D) semillas maduras tipo drupa.

La anatomia foliar presenta nervaduras laterales paralelas entre si y perpendiculares a la
nervadura central. Mediante métodos histoquimicos se ha determinado que los compuestos
fendlicos estan presentes en pequefias cantidades en las hojas, el tallo, y son evidentes en la
epidermis, la corteza, los radios del parénquima y la médula; otros autores también los
reportan en el tallo, el peciolo y especialmente en los conductos secretores®®°, La anatomia
y propiedades fisicas de la madera de C. brasiliense se describe de textura fina, con poros de
distribucion difusa, parénquima paratraqueal, radios tipo 111y las fibras tienen potencial para
elaboracion de papel®®.
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3.6.3 Habitat de C. brasiliense.

Crece de forma silvestre principalmente en selva baja, mediana y alta perennifolia, aunque
también crece en bosque de encino, pino-encino, bosque tropical subcaducifolio y
caducifolio, se desarrolla sobre pendientes ligeras o pronunciadas, en cafiadas y a orilla de
las carreteras. Prospera en suelos de material calizo, igneo y metamorfico. Entre las ocho
especies del género encontradas en el continente americano, C. brasiliense es la que presenta

una distribucién amplia®®.
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4. Justificacion

La astrogliosis excesiva y cronica participa en el proceso de inflamacién del SNC
contribuyendo al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, debido al aumento en la
produccion de citocinas y otros mediadores pro-inflamatorios que favorecen a la muerte
neuronal.

En estudios recientes se ha sugerido el uso de fitomedicamentos como los polifenoles pueden
retrasar 0 incluso prevenir la aparicion de enfermedades del SNC. Los polifenoles
representan un grupo amplio de moléculas, y son reconocidos por sus efectos biolégicos y
farmacoldgicos, poseen propiedades antivirales, anticancerigenas, antioxidantes,
antimicrobianas y anti-inflamatorias. También, se ha demostrado que estos compuestos
conforman nuestra dieta cotidiana y que la incidencia de enfermedades cronicas esta
inversamente relacionada con el consumo de frutas y verduras ricas en polifenoles*°27172,
Los polifenoles de tipo xantonas se han aislado del duramen y hojas de C. brasiliense. El
duramen de C. brasiliense es conocido por ser altamente resistente a hongos y termitas. A
los extractos metandlicos, acetonicos y acuosos de 83%, 59% y 21% respectivamente se les
encontré actividad inhibidora del crecimiento de hongos, de esos extractos se aislaron cinco
xantonas preniladas: 6-desoxijacareubina (), 1,5-dihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-3-metoxi-
xantona (I1), jacareubina (I11) y 1,3,5-trihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (1V) y 1,3,5,6-
tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-xantona (V). Las xantonas IlI, 1V, y V, fueron las mas
abundantes e inhibieron a 0.25 mg/ml el crecimiento micelial de Postia placenta. La
actividad inhibitoria de estas xantonas fue del rango de 55.5% para la xantona V y hasta
68.8% para la mezcla de xantonas 111y IV, Ademas, algunas xantonas aisladas de este arbol,
han mostrado que pueden actuar como sustratos y tener actividad inhibidora de las
sulfotransferasas SULT1A1 y SULT2A14. También, Reyes-Chilpa y cols., 2006, mostraron
que las xantonas 1, 2, 3, y 4 inhiben la enzima K+-ATPasa gastrica, aislada del estomago de
perro, lo cual podria explicar las propiedades gastroprotectoras indicadas por la medicina
tradicional”®.

La 1, 3, 5, 6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil) xantona, o xantona V, (Imagen 8) aislada de C.
brasiliense tiene actividad citotdxica contra levaduras y bacterias patdgenas por el acido

brasiliensico® .
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HO 0 OH

OH

Imagen 8. Estructura quimica de 1, 3, 5, 6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil) xantona 6 xantona V

Recientemente en nuestro equipo de trabajo, se examino el efecto protector de las xantonas
I11'y V contra el efecto citotdxico inducido por FeSO4 en homogenados de cerebro, higado
y rifidn de rata. La xantona V mostré una mejor capacidad de atrapar O,*, ONOO" y OH*®
que la xantona I11,, ademas ambas previenen la degradacion de DNA y de albumina inducida
por el sistema generador OH®, disminuyen la lipoperoxidacion y la produccion de ROS
inducida por FeSO4 en todos los tejidos, disminuyen la actividad de la glutation reductasa
inducida por el estimulo pro-oxidante en homogenados cerebrales’®. Estos resultados
sugieren que las xantonas 111y V tienen actividad antioxidante.

Dado que la activacion y proliferacion astroglial inducida por distintas patologias
inflamatorias tanto agudas como crénicas puede contribuir al dafio neuronal y a que en
estudios recientes se ha sugerido el uso de fitomedicamentos como profilacticos, en este
trabajo se propone dilucidar si la xantona V modula marcadores inflamatorios en un modelo

in vitro de astrocitos corticales de ratas neonatas
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5. HIPOTESIS

Si los polifenoles con actividad antioxidante presentan actividad anti-inflamatoria, entonces
la xantona V inhibird de manera significativa la produccion de proteinas pro-inflamatorias

inducidas por la exposicion a LPS en astrocitos corticales de ratas neonatas.

6. OBJETIVOS
6.1. OBJETIVO GENERAL

Dilucidar el efecto de la xantona V sobre la produccion de proteinas pro-inflamatorias
mediante la via de sefializacion de NF-xB activada por LPS en astrocitos corticales de ratas

neonatas en cultivo primario.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

a. Determinar la toxicidad de la xantona V en astrocitos corticales de ratas neonatas.

b. Estandarizar el modelo inflamatorio con LPS de Salmonella abortus equi en cultivos
primarios de astrocitos corticales de ratas neonatas. Establecer los siguientes
parametros:

i.  Acondicionamiento de los astrocitos
ii.  Tiempo de incubacion
iii.  Concentracion
c. Establecer el efecto modulador de la xantona V sobre proteinas involucradas en los

procesos inflamatorios:

i. GFAP,
ii.  Subunidad p65 de NF-«xB,
iii.  TNF-q,
iv. COX-2e
v. INOS
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7. METODOS

7.1. Cultivos primarios de astrocitos corticales de ratas neonatas.

Los cultivos primarios de astrocitos corticales se realizaron siguiendo el método de McCarthy
y De Vellis, 198077, con algunas modificaciones’®. Los cultivos se obtuvieron a partir de
cortezas cerebrales de ratas neonatas de la cepa Wistar. El cerebro extraido se mantuvo en
HBSS, (tabla 4) se retiraron estructuras no corticales y las meninges para proceder a una
disociacion mecénica utilizando pipetas de diferente didmetro para separar agregados. Se
incub6 por 15 min a 37°C, la suspension se centrifug6 a 250 g por 10 min y el sobrenadante
fue decantado. Las células disociadas se re-suspendieron en medio DMEM (tabla 5). Las
células se sembraron en cajas de 75 cm? pre-tratadas con poli-D-lisina, (SIGMA P0899; 1:50)
y mantenidas a 37°C, humedad controlada y 5 % de didxido de carbono. El medio de cultivo

se cambio luego de 24 h y después cada cuatro dias.

Tabla 4. Composicion de la HBSS libre de calcio y magnesio.

Reactivo Concentracion mM
Cloruro de Sodio (NaCl) 138
Cloruro de Potasio (KCI) 5.4
Fosfato de Sodio monobasico 0.044
(KH2POy

Glucosa (CsH1206) 5.56
Fosfato de Sodio Dibasico anhidro 0.34
(NazHPO4 anhidro)

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 4.2

Rojo Fenol 0.001 %

Tabla 5. Complementos del medio DMEM.

Reactivo Concentracion
DMEM 17.59/l
Bicarbonato de Sodio 3.5¢/l
(NaHCOs3,

FBS 10 %

Antibiotico/ antimicético 1%
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Entre el dia 12 y 15, cuando los cultivos fueron confluentes, las cajas se agitaron durante 15
h para remover microglia. Enseguida los frascos fueron tratados con 0.5 % de tripsina (tabla
6) para facilitar el desprendimiento de los astrocitos, y utilizarlos en los experimentos
correspondientes.

El nimero de células de los diferentes experimentos fueron sembradas de la siguiente forma:
Para la prueba de viabilidad 10 000 cels/pozo en placas de 96 pozos, para experimentos de
expresion de proteinas mediante Western-Blot 100 000 cels/pozo,; y en placas de 8 pozos
para los experimentos de inmunocitoquimica (4 000 cels/pozo), para las pruebas de
inmunofluorescencia se ocuparon cajas de 12 pozos (50 000 cels/pozo) y de 24 pozos (25

000 cels/pozo) con cubreobjetos de 10 y 12 mm respectivamente.

Tabla 6. Composicion de la tripsina (0.5 %) en HBSS libre de calcio y magnesio.

Reactivo Concentracion g/l
Tripsina 0.5
EDTA 2

7.1.1. Inmunocitoquimica

Se ha reportado que la GFAP se expresa especialmente en los astrocitos del CNS, lo que lo
hace un buen marcador molecular para este tipo celular y fue utilizado en este trabajo en
primera instancia para identificar la pureza de los cultivos primarios de astrocitos corticales
de ratas neonatas, mediante una inmunocitoquimica para mostrar los astrocitos positivos a
GFAP.

Los cultivos de astrocitos se lavaron con PBS frio (tabla 6), y se fijaron con 3.7 % de
paraformaldehido en PBS durante una hora a 4°C. Después de lavar el fijador con PBS, las
células se permeabilizaron con Citrato de Sodio 1 M, posteriormente se lavaron con PBS y
se procedio a la incubacion del anticuerpo primario GFAP [1:50-anti-conejo]; segun las
indicaciones de usuario del Kit Super Sensitive Polymer-HRP Detection System A Biotin-
Free Detection System (BioGenex). Las fotos fueron tomadas en un microscopio de luz Zeis

(Axiovert 40C) con ayuda del programa AxioVision.
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Tabla 7. Composicion de PBS, pH 7.4.

Reactivo Concentracion mM
Fosfato de sodio monobésico 0.01
(NaHzPOy
Fosfato de sodio dibéasico 2.5
(Na;HPOy)
Cloruro de Sodio (NacCl) 7.5
Cloruro de Potasio (KCI) 143.1

7.2. Obtencion de la xantona V

El arbol Calophyllum brasiliense fue colectado e identificado por J. I. Calzada de la Selva
Lacandona, Chiapas, México; la etiqueta JIC-3116 y la madera simple (00011-XALw)
fueron depositados en el Herbario Xal y Xylarium Dr. Faustino Miranda, ambos del Instituto

de Ecologia, A. C. en Xalapa, Ver.”.

La xantona V fue aislada del duramen de C. brasiliense, obtenida de los extractos
metanolicos e identificados por resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas

como describe Estrada-Mufiiz, 1998°’.

7.3. Efecto de la xantona V en la viabilidad celular

7.3.1. Ensayo de MTT

Esta técnica colorimétrica se basa en la cuantificacion de las sales de formazan, productos
insolubles de color morado, generados a partir de la reduccién metabdlica del MTT, un
compuesto soluble capaz de incorporarse principalmente a las mitocondrias por la accion de
enzimas deshidrogenasas en presencia de NADH, permitiendo establecer la actividad de las
deshidrogenasas de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para determinar
supervivencia y proliferacion celular®™:"°.

Para realizar esta prueba, se sembraron astrocitos a una densidad de 4 000 cels/pocillo en

placas de 96 pocillos. A los cuales se les administré 0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM de xantona V
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disuelta en EtOH absoluto para obtener una concentracion final de 0.005 %; estas
concentraciones fueron seleccionadas por su efecto antioxidante previamente evaluado por
nuestro equipo de trabajo’®, y se dejaron incubar durante 48 h. Se incluyé un grupo de células
control a las cuales solo se les cambi6 medio de cultivo. Cabe mencionar, que antes y después
de la prueba, los cultivos fueron monitoreados mediante observacion al microscopio para
asegurar el valor resultante de citotoxicidad.

Al iniciar la técnica, los astrocitos se lavaron una vez con PBS y se dejaron incubar con MTT
(0.5 mg/ml, disuelta en HBSS sin calcio, ni magnesio, y sin rojo fenol (tabla 3); 100 ul a cada
pocillo) a 37°C durante una hora, para dar lugar a la formacion de formazan. La solucion de
MTT no transformada fue eliminada mediante lavados con PBS frio (tabla 4), y el formazan
insoluble fue disuelto con 200 ul de DMSO. La lectura de las muestras se realizd en un
microlector de placas (570 nm). El porcentaje de células viables se calculo de la siguiente
manera:

% Células viables = (Amuestral Acontrol) X 100

7.4. Estandarizacion del modelo inflamatorio.

Debido a la variabilidad en los protocolos inflamatorios con LPS, como agente toxico sobre
astrocitos corticales en cultivo primario encontrados en la bibliografia, se llevo a cabo una
exploracion de las condiciones experimentales dptimas con el LPS de Salmonella abortus

equi.

Después de 72 h de la siembra, las células se emplearon para la estandarizacion del protocolo
inflamatorio. Con base en la literatura cientifica, se prepar6 una solucion stock a una
concentracion de 1 mg/ml de LPS, disuelta en agua bidestilada. Para determinar la dosis
optima los estimulos se realizaron con tres concentraciones: 1, 10 y 100 ug/ml; previo al
estimulo de LPS se acondicionaron las células con DMEM disminuyendo el FBS a 1 %,
método cominmente utilizado por otros autores** para inhibir la proliferacion celular;
después, se incubaron a 37°C durante 24, 48 y 72 h. Posteriormente se realizaron

inmunocitogquimicas para conocer el efecto del LPS sobre p65 de NF-xB (1:50-anti-ratdn).
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Con los resultados preliminares, se decidi6 mantener a los cultivos con DMEM
acondicionado con 10 % de FBS previo al estimulo, como lo han reportado otros autores®4°,

con las mismas concentraciones anteriores de LPS durante 48 h.

7.4.1. Inmunocitoquimica

Posteriormente, se realiz6 la técnica de inmunocitoquimica contra p65 de NF-xB, como
anteriormente se ha descrito.

Con el dato obtenido se prosigui6 a cuantificar la expresion de TNF-a, por Western-Blot,
pues se sabe que cuando se activa p65, ésta se une al DNA y se induce la expresion de

citocinas pro-inflamatorias como TNF-a..

7.4.2. Western Blot

Los cultivos celulares se lisaron de acuerdo a Torres-Ramos vy cols., 201178; con 80 pl/cm®

de buffer de Laemli 3x (tabla 8), directo en el plato.

Tabla 8. Composicion de Buffer de Laemli 3x.

Reactivo Concentraciéon
Tris HCI (IM) pH6.8 50 mM

SDS 2%

Glicerol 10 %
Bromofenol blue 0.1%

Agua bidestilada 15 %
-mercaptoetanol 15%

Estos lisados se desnaturalizaron a 95°C en bafio maria durante 20 min y las proteinas se

separaron mediante electroforesis SDS-PAGE en geles al 12% (tablas 9 y 10).
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Tabla 9. Composicion de los geles de electroforesis SDS-PAGE.

Gel separador Gel concentrador

Sustancia/ porcentaje 10 % 12 % Sustancia Concentracion
Agua destilada 4.35 ml 3.35ml Agua destilada 6.1 ml

Tris 1.5 M-pH 8.8 2.5 ml 2.5ml Tris 1.5 M-pH 6.8 2.5ml

SDS10 % 100 wl 100 pl SDS 10 % 100 pl
Bis-Acrilamida 30 % 3ml 4 ml Bis-Acrilamida30% 1.3 ml
Persulfato de amonio 50 pl 50 pl Persulfato de amonio 50 pl

(APS) 10 % APS 10 %

TEMED 5 ul 5l TEMED 10 pl

Tabla 10. Composicion del Buffer de corrida para electroforesis.

Reactivo Concentracion mM
Glicina 251
Tris base 25
SDS 0.7

Las proteinas se transfirieron (tabla 11) a una membrana de nitrocelulosa y se llevo a cabo la
inmunodeteccion por Western-Blot con el anticuerpo primario: TNF-o (Santa Cruz
Biotechnology, 1:1000) y su secundario correspondiente anti-cabra (Santa Cruz
Biotechnology, 1:50 000); por ultimo, se realizd el control de carga con B-actina y su
secundario correspondiente anti-raton; para llevar a cabo la deteccion mediante

quimioluminiscencia (tablas 12 y 13).

Tabla 11. Composicion del buffer de transferencia.

Reactivo Concentracién mM
Glicina 0.39
Tris base 0.48
SDS 1.29
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Tabla 12. Caracteristicas del anticuerpo primario TNF-o, utilizado en Western Blot.

Primario Casa P.M Tamafio gel Concentraciéon Disolvente
comercial kDa
TNF-a Abcam 54 12 % 1: 1000 Leche 2.5 % en TBS

Tabla 13. Caracteristicas del anticuerpo secundario respectivo utilizado en Western Blot.

Secundario Casa comercial Concentracion Disolvente

Goat policlonal Jacksson 1: 30 000 TBS

Con el dato obtenido de este ensayo se decidid usar una concentracion intermedia de 10 y 100

ug/ml: 50 pg/ml, para estimular a los astrocitos durante 48 h.

7.5. Efecto de la xantona V en el modelo inflamatorio

Basados en los resultados obtenidos en la estandarizacion del modelo inflamatorio con LPS en
los cultivos de astrocitos corticales de ratas neonatas y de la viabilidad celular de la xantona V
en los astrocitos, estos fueron expuestos por una hora de pre-tratamiento con la xantona V en
concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5y 10 uM, pasado el tiempo del pre-tratamiento, se afiadio 50
ug/ml de LPS y se dejo incubar durante 48 h, en co-tratamiento. Posteriormente, las células
fueron preparadas como se describe mas adelante para las técnicas de inmunofluorescencia y
Western-Blot.

7.5.1. Inmunofluorescencias

La induccidon anormal de GFAP se considera nociva para la regeneracion del CNS debido a que
los astrocitos reactivos positivos a este marcador molecular, van a impedir el establecimiento
de contactos neuronales normales, y participar en el proceso de inflamacion, entre otros &. En
relacion a esta informacidn previa, se prosiguio a probar el efecto que tiene el LPS, y la xantona
V sobre la expresién de GFAP mediante inmunoflourescencias.

Una vez concluido el pre- y co-tratamiento de la xantona V y el LPS, se lavaron las células con

PBS frio, dos veces. A continuacidn, se fijaron con paraformaldehido al 4 % por 20 min a 4°C,
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posterior a este tiempo se permeabilizaron con metanol frio durante 10 min a -20°C; se lavaron
las células con PBS frio tres veces suavemente. Se realizé el bloqueo a temperatura ambiente
con 2 % de BSA en PBS frio durante una hora, y se dejé incubando GFAP, (anti-conejo; 1:100
en BSA 2 %) por 24 h a 4°C, en oscuridad. A continuacion, se prosiguié a lavar nuevamente
con PBS frio tres veces y se dejo incubar el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-conejo
(A21206) 1:200 en PBS, a temperatura ambiente, en oscuridad durante una hora. Por dltimo,
las muestras se montaron con solucién de montaje con DAPI, marcador nuclear, (Vecta shield,
H-1200).

También, se ha demostrado que la activacion de NF-xB es vital para la regulacion de la
expresion genica de citocinas pro-inflamatorias inducidas por LPS u otras respuestas
inflamatorias, es por esto que se investigd el efecto de la xantona V en la activacion de la
subunidad de NF-xB: p65 (1-100 en BSA 2 %,) anti-raton (Alexa Fluor 568 anti-ratdn

(A11031) en PBS), mediante la técnica de inmunofluorescencia anteriormente descrita.

Ademas, en terminos de neuroinflamacidn, se ha sugerido que la activacion de NF-kB, inducida
por LPS, aumenta la expresion de citocinas como TNF-a., por esto, se decidid conocer el efecto
que tiene la xantona V sobre esta citocina mediante la misma técnica. Las células se fijaron con
paraformaldehido al 4 % por 20 min a 4°C, posterior a este tiempo se permeabilizaron con
metanol durante 10 min a -20°C; se lavaron las células con PBS frio tres veces suavemente. Se
realizé el bloqueo a temperatura ambiente con 4 % de suero normal de cabra (NGS) en PBS
frio durante una hora, y se dejo incubando TNF-a, (anti-cabra; 1:100 en NGS 4 %) por 24 h a
4°C, en oscuridad. A continuacion, se prosiguio a lavar nuevamente con PBS frio tres veces y
se dejo incubar el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 568 anti-cabra (A11057) 1:200 en PBS),

a temperatura ambiente y en oscuridad durante una hora.

La activacion de NF-kB activa varios genes, entre ellos iINOS, mdlecula responsable de la
sintesis de 6xido nitrico presente en el CNS en respuesta a lesiones, el éxido nitrico es un
importante mediador inflamatorio que esta presente en las células después de una estimulacion
con LPS, los niveles excesivos de esta molécula puede conducir a la neurodegeneracion. Por

eso, se busco el efecto de la xantona V en la expresion de iINOS (1:100 en 2 % de BSA en PBS;
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anti-conejo: Alexa Fluor 488 anti-conejo (A21206) en PBS 1:200) mediante
inmunofluorescencia (Tabla 14). Las fotos fueron obtenidas de un microscopio de

inmunofluorescencia Leica DMLS.

Tabla 14. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para inmunofluorescencias.

Primarios (1:100) en solucién Solucion de Secundarios (1:200) en PBS
de bloqueo bloqueo
GFAP, i-NOS BSA 2% Alexa Fluor 488 anti-conejo/ A21206
p65 BSA 2% Alexa Fluor 568 anti-ratén/A11031
TNF-a NGS 4% Alexa Fluor 568 anti-cabra/A11057

7.5.2. Western-Blot

Dado que COX-2 es una enzima clave para la produccion de PGE2, la cual es una molécula
involucrada en el proceso pro-inflamatorio, se investigo el efecto de la xantona V sobre COX-
2 inducida por LPS, mediante Western Blot. Los lisados celulares se desnaturalizaron a 95°C
en bafio maria durante 20 min y las proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE
en geles al 10 % (tabla 9 y 10). Las proteinas se transfirieron (tabla 11) a una membrana de
nitrocelulosa y se llevo a cabo la inmunodeteccion por Western-Blot con el anticuerpo primario:
COX-2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000) y su secundario correspondiente anti-cabra (Santa
Cruz Biotechnology, 1:50 000); por ultimo, se realizo el control de carga con B-actina y su
secundario correspondiente anti-raton; para llevar a cabo la deteccion mediante

quimioluminiscencia (tablas 12 y 13).

7.6. Analisis de imagenes

La cuantificacion de la expresion de las proteinas mediante la obtencién de las imagenes de
inmunoflourescencias, se realizaron con el programa Image J de la siguiente manera:

Una vez abierto el archivo, de la barra de marcadores se seleccioné la opcion Image— Color—
Split Channels. Se escogieron el color del filtro de la expresidn de la proteina: verde o rojo y
del marcaje de los nacleos con DAPI en azul, para identificar las células.

Con la opcion Freehand selections, se trazd el contorno de una célula de la imagen, en la opcion

Analyze— Tools— ROI Manager— Add se guardaron los contornos seleccionados de cada
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celula de la imagen. En ese recuadro: ROI Manager— Measure— Ventana de la obtencion de
valores de las medias, area y perimetro, datos que se guardaron en una hoja Excel para procesar
los datos en GraphPad Prism 5.0 en porcentajes y sus respectivas graficas. Se seleccionaron
100 células, por cada tratamiento.
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8. RESULTADOS
8.1. Estandarizacion del modelo inflamatorio in vitro.

8.1.1. Caracterizacion de los astrocitos corticales de ratas neonatas.

Se realizaron inmunocitoquimicas para identificar a las células positivas al anticuerpo de
GFAP. Después de 14 dias, el cultivo presentd mas del 97 % de células positivas para GFAP

(Figura 1) demostrando que los astrocitos fueron el tipo celular predominante.

Figura 1. Caracterizacion del cultivo primario de astrocitos corticales de ratas neonatas. El cultivo primario de

células corticales presentd mas del 97 % de células positivas a GFAP (marca café), indicando la pureza del cultivo
de astrocitos. Las fotos de las inmunocistoquimicas fueron tomadas en un microscopio Zeiss (Axiovert 40C) en

aumento de 10x, 20x y 40x con ayuda del programa AxioVision.
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8.2. ETAPA 1. Modelo inflamatorio en cultivo de astrocitos corticales
de ratas neonatas.

8.2.1. La disminucion de suero bovino fetal (FBS) induce astrogliosis.

La disminucién de suero a 1% provocd cambios morfoldgicos en los controles de los tres
tiempos de incubacion, evidenciado por la prolongacion del citoplasma de los astrocitos, y el
aumento en la expresion de la proteina p65, ademas, la marca intensa en el ntcleo de color café
sugiere su translocacién nuclear.

La concentracién de 1 ug/ml expres6 mas p65 a 48 h, predominantemente nuclear,
observandose también marca importante en el citosol; el mismo caso sucedi6 a 10 ug/ml en los
tratamientos de 24 h y 72 h, también hubo un cambio morfolégico notable. ElI cambio
morfoldgico descrito y la mortalidad celular observadas en el microscopio (dato no mostrado),

fueron mas pronunciados a 100 ug/ml en los dos tiempos de tratamiento (Figura 2).

Control 1pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml

24h

48 h

72h

Figura 2. Astrogliosis inducida por la disminucion de SBF. En las fotografias de las inmunocitoquimicas se
observa el cambio morfoldgico y la expresion de p65 en los astrocitos corticales de ratas neonatas incubadas con
DMEM + 1% FBS y con 1, 10 y 100 pg/ml de LPS de Salmonella abortus equi durante 24, 48 y 72 h.
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8.2.2. EI LPS induce la expresion de p65 y del factor de necrosis tumoral

alfa (TNF-a).

Los astrocitos mantenidos con DMEM acondicionado con 10 % de SBF y sin estimular con el
agente toxico, no muestran cambio morfoldgico, ni en la expresion de p65 mediante la
inmunocitoquimica; sin embargo, las células estimuladas con LPS si presentaron cambios
morfoldgicos, ademas del notable aumento en la expresion de p65 respecto a su control (Figura

3A), lo cual indica que la astrogliosis es inducida exclusivamente por el LPS.

Para confirmar el aumento de marcadores inflamatorios inducidos por LPS, se prosigui6 a
cuantificar la expresion de TNF—a mediante Western-Blot. El resultado indica que los niveles
de expresion aumentan considerablemente cuando los astrocitos corticales de ratas neonatas se
exponen a 100 pg/ml de LPS durante 48 h (Figura 3B), lo cual coincide con el aumento de la

p65 vista por inmunocitoquimica®?.

Debido a que la concentracion de LPS a 100 pg/ml aumenta la expresion de marcadores
inflamatorios en los astrocitos y disminuye el nimero de células vivas, observado al
microscopio (dato no mostrado) provocado por el tratamiento, se evaluo la concentraciéon de 50
ug/ml de LPS durante de 48 h para determinar la expresién de p65 con la técnica de
inmunofluorescencia, técnica que seria usada en todos los experimentos de la segunda etapa de
este trabajo. La concentracion de 50 ug/ml fue capaz de aumentar la expresion de p65 (marcaje

verde), Figura 3C.
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A) Control 1 mg/ml 10 mg/ml 100 mg/ml
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Control 1 10 100 pg/ml
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Densidad relativa

Control 1 10 100
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Figura 3. Expresion de proteinas marcadoras inflamatorias inducidas por LPS. A) El aumento en la expresion de
p65 en astrocitos corticales de rata fue consistente en los cultivos incubados con DMEM y10 % de FBS y tratados
con diferentes concentraciones de LPS por 48 h, la marca café intensa en el nicleo sugiere la translocacién de p65.
B) Aumento de la expresion de la proteina TNF-a. mediante Western-Blot, confirmando los resultados de la

inmunocitoquimica. C) Expresion de p65 inducida por 50 png/ml de LPS con la técnica de inmunofluorescencia.

RESULTADO FINAL DE LA PRIMERA ETAPA: Las condiciones experimentales optimas
del modelo de inflamacion in vitro en cultivo primario de astrocitos corticales de ratas neonatas
estan resumidas en la tabla 15.

Tabla 15. Condiciones experimentales finales del modelo inflamatorio con LPS en astrocitos corticales de ratas
neonatas en cultivos primarios

Cepa [LPS] Modelo FBS Tiempo incubacién
Salmonella abortus 50 pg/ml Corteza de 10 % 48 h
equi ratas Wistar neonatas
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8.3. ETAPA 2. Modulacion de marcadores inflamatorios por la xantona
V.

8.3.1. La xantona V mantiene la viabilidad celular.

Se realizaron experimentos para determinar la citotoxicidad de la xantona V en las
concentraciones propuestas para este estudio, con el fin de determinar si el polifenol alteraba la
viabilidad celular. Los resultados muestran que la xantona VV mantiene la viabilidad de los

astrocitos en todas las concentraciones evaluadas (Figura 4).

150+

% Viabilidad celular
[4)]
