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SÍNTESIS

En el presente estudio se demostró que el extracto acuoso de la corteza de M. indica posee

efecto inmunomodulador sobre importantes funciones de los macrófagos y la respuesta

alérgica y que la mangiferina está implicada en los efectos del extracto.

El extracto de M. indica inhibió in vivo la quimiotaxis e in vitro la fagocitosis, la producción

de óxido nítrico, el proceso de transcripción de los genes que codifican para las citocinas

TNFα, IL-1β y GM-CSF, las enzimas COX-2 y NOS-2 y el factor de transcripción nuclear

NFκB; y estimuló la transcripción de los genes de TGFβ en macrófagos peritoneales.

Por otra parte, el extracto también posee propiedades inmunomoduladoras sobre la respuesta

alérgica. El extracto mostró efecto inhibitorio in vivo en un modelo de alergia inflamatoria

inducida por ovoalbúmina e inhibió la proliferación linfocitaria específica al antígeno OVA en

ratones inmunizados. Además inhibió la reacción cutánea inducida por histamina en ratas, la

liberación de histamina de mastocitos peritoneales, la producción de IgE en ratones y la

respuesta de anafilaxia pasiva cutánea en ratas.

La mangiferina tuvo efectos farmacológicos de tipo inhibitorio igual que el extracto sobre la

quimiotaxis, la fagocitosis, la expresión de la NOS-2 y la COX-2 en macrófagos peritoneales.

Igualmente inhibió la proliferación linfocitaria, la reacción cutánea a la histamina, la

liberación de histamina, la producción de IgE y la anafilaxia cutánea, lo que sugiere que este

polifenol está implicado en los efectos inmunomoduladores del extracto sobe la funcionalidad

de los macrófagos y la repuesta alérgica.

Los resultados de esta investigación constituyen parte de la base experimental preclínica

necesaria para la realización de ensayos clínicos controlados en inmunopatologías como la

artritis reumatoide o el asma bronquial.
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INTRODUCCIÓN.

Los productos naturales han sido históricamente utilizados por el hombre para el tratamiento

de diversas patologías, muchas veces sin conocer certeramente el mecanismo por el que logran

ejercer determinado efecto terapéutico ni cuales son los componentes responsables de los

mismos.

En nuestro país se ha fomentado y rescatado en los últimos años, tanto por la población como

por las instituciones sanitarias, el uso de las plantas medicinales con el objetivo de

complementar los tratamientos convencionales de numerosas patologías. De igual forma se

han estimulado las investigaciones científicas que caracterizan los mecanismos

farmacológicos por los que los productos naturales contribuyen a la mejoría de diferentes

enfermedades.

La población cubana ha utilizado durante más de 30 años un extracto acuoso de la corteza de

Mangifera indica L. (M. indica) para el tratamiento de diversas patologías entre las que se

incluyen diferentes tipos de neoplasias, lupus eritematoso sistémico, asma bronquial,

dermatitis atópica, artritis reumatoide y otras [Guevara y cols., 2002; Tamayo y cols., 2001].

El Centro de Química Farmacéutica, teniendo en consideración la experiencia etnomédica, ha

desarrollado un nuevo producto obtenido por extracción acuosa de la corteza de M. indica con

el objetivo de caracterizar sus propiedades farmacológicas para explicar su utilización en el

tratamiento de esas y otras patologías.

Además de la experiencia popular cubana, la literatura científica le atribuye a extractos

obtenidos de diferentes partes del árbol de M. indica actividades biológicas tales como

antipirético [Awe y cols., 1998], espasmolítico [Kambu y cols., 1990], antidiabético
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[Aderibigbe y cols., 2001], inmunomodulador [Makare y cols., 2001] y antioxidante

[Scartezzini y Speroni, 2000].

El extracto acuoso de la corteza de M. indica, comercializado bajo la Marca Registrada

VIMANG® como suplemento nutricional o cosmecéutico antioxidante, tiene una composición

química que incluye nueve compuestos polifenólicos cuyo componente mayoritario es la

glucosilxantona mangiferina. También se determinó la presencia de terpenoides, azúcares

libres, ácidos grasos, polioles y microelementos [Núñez-Sellés y cols., 2002].

Los estudios farmacológicos realizados han demostrado que este extracto posee propiedades

antioxidantes y anti-inflamatorias que permiten explicar, al menos en parte, las evidencias

clínicas encontradas en el tratamiento de pacientes aquejados de las patologías antes

mencionadas, que en su mayoría están relacionadas con desbalances oxidativos y procesos

inflamatorios [Martínez y cols, 2000; 2003; Sánchez y cols., 2000; Garrido y cols., 2001; 2004

a,b; 2005, 2006].

La mangiferina, el principal polifenol del extracto, posee actividad inmunomoduladora,

antitumoral, antiviral, hipoglicemiante, anti-inflamatoria y antioxidante [Guha y cols., 1996;

Yoosook y cols., 2000; Miura y cols., 2001; Scartezzini y Speroni, 2000]. Las investigaciones

farmacológicas demuestran que la presencia de este polifenol en el extracto de M. indica está

relacionada con sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias [Sánchez y cols., 2000;

Garrido y cols., 2004a].

Existe una estrecha relación entre la inflamación, el desbalance oxidativo y la respuesta

inmune, y el profundo conocimiento que se tiene hoy de la complejidad de estos fenómenos

permite comprender esta relación. La producción de especies reactivas de oxígeno (ERO)

puede modular la expresión de numerosas moléculas (citocinas, anticuerpos, factores de
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transcripción y otras) involucradas en las respuestas inmunes e inflamatorias, lo que ha

relacionado algunos trastornos en la inmunidad con el desbalance oxidativo y las funciones

antioxidantes con las propiedades anti-inflamatorias e inmunomoduladoras de los fármacos

[Matés y cols., 2000]. La respuesta inflamatoria es parte y consecuencia de algunos tipos de

respuesta inmune y varias de las citocinas producidas por macrófagos, células T y mastocitos

conducen al reclutamiento celular, el incremento de permeabilidad vascular, la vasodilatación

y otros eventos característicos de la inflamación. Otro punto en común entre estos fenómenos

lo constituye la actividad del propio macrófago, pues es una de las principales fuentes de

producción de ERO, especies reactivas de nitrógeno (ERN), mediadores proinflamatorios y es

uno de los ejes centrales en la activación de la respuesta inmune adaptativa induciendo

coestimulación para la activación de las células T. Los mastocitos son células muy implicadas

en la respuesta alérgica y también son capaces de producir ERO y mediadores inflamatorios

como prostaglandinas y leucotrienos [Robbie-Ryan y Brown, 2002]. Además, se ha

correlacionado la producción de ERO y el fallo en los mecanismos de defensa antioxidantes

del organismo con la aparición de enfermedades inmunopatológicas como la artritis

reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, el cáncer, la diabetes mellitus, diferentes tipos de

enfermedades alérgicas, entre otras [Matés y cols., 1999]. Por todas estas razones y teniendo

en consideración las propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias del extracto de M. indica,

se decidió estudiar sus efectos sobre algunos aspectos de la respuesta inmune.

Estudios previos demostraron que el extracto de M. indica es capaz de modular la respuesta

inmune humoral por inhibición de la síntesis de determinados isotipos de anticuerpos, lo que

también constituye un importante antecedente para esta investigación [García y cols., 2003b].

De igual forma, otras investigaciones postularon un efecto antialérgico del extracto y la
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mangiferina pero en un diseño experimental basado en la infestación con el helminto

Trichinella spiralis [García y cols., 2003a], el cual no constituye propiamente un modelo

adecuado para evaluar actividad antialérgica, a pesar que reproduce algunas de las

características de la respuesta alérgica, como el incremento de IgE, la mastocitosis y la

eosinofilia [Santamarina y cols., 1993].

Los antecedentes citados anteriormente permiten considerar que este extracto acuoso de la

corteza de M. indica puede presentar efecto inmunomodulador y que la mangiferina, por ser el

componente mayoritario y poseer propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes e

inmunomoduladoras, puede estar involucrada en las acciones del extracto. Dada la

complejidad de la respuesta inmune, se decidió caracterizar específicamente los efectos del

extracto y la mangiferina en la funcionalidad de los macrófagos y en la respuesta alérgica, lo

que constituye la esencia del presente trabajo. En este sentido, demostrar que el extracto de M.

indica es capaz de modular estos aspectos de la respuesta inmune y caracterizar sus

mecanismos de acción resulta novedoso desde el punto de vista científico, pues permitirá

profundizar en la caracterización de una nueva propiedad farmacológica no descrita

anteriormente para el extracto y complementará la información científica publicada al

respecto. Por otra parte, esta investigación podría tener una repercusión práctica y social

porque constituye una importante contribución al conocimiento preclínico necesario para la

realización de ensayos clínicos controlados en patologías relacionadas con trastornos de las

funciones de los macrófagos o procesos alérgicos como la artritis reumatoide o el asma

bronquial.
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Teniendo en consideración las investigaciones precedentes y el estado actual de la temática, se

postuló la siguiente hipótesis de trabajo: “El extracto acuoso de Mangifera indica L. posee

efecto inmunomodulador sobre la funcionalidad de macrófagos y la respuesta alérgica”

Para probar o negar la validez de la hipótesis se trazaron los objetivos siguientes:

OBJETIVO GENERAL

1. Evaluar el efecto inmunomodulador del extracto de M. indica sobre la funcionalidad de

los macrófagos y algunos parámetros de la respuesta alérgica.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Determinar el efecto del extracto acuoso de la corteza de M. indica in vivo sobre la

quimiotaxis e in vitro sobre la fagocitosis y la producción de óxido nítrico en

macrófagos peritoneales de ratas.

2. Caracterizar el efecto in vitro del extracto acuoso de la corteza de M. indica sobre el

proceso de transcripción de los genes que codifican para enzimas como NOS-2, COX-

1 y COX-2, citocinas como TNFα, IL-1β, TGFβ, IL-6 y GM-CSF y el factor de

transcripción nuclear NFκB en macrófagos peritoneales de ratones.

3. Evaluar el efecto in vivo del extracto acuoso de la corteza de M. indica sobre la

respuesta alérgica inflamatoria y la proliferación linfocitaria específica de antígeno.

4. Caracterizar el efecto in vivo del extracto acuoso de la corteza de M. indica sobre la

reacción cutánea a la histamina, la producción de IgE, la respuesta anafiláctica e in

vitro sobre la liberación de histamina de los mastocitos.

5. Determinar si la presencia de mangiferina está involucrada en los efectos

farmacológicos del extracto.
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

1.1. El sistema inmune

El sistema inmune es el resultado de un complejo proceso evolutivo que le ha permitido a la

especie humana sobrevivir a la infinidad de microorganismos y sustancias agresivas del

ambiente [Medzhitov y Janeway, 1997]. Éste se distingue por dos niveles de respuesta: la

innata y la adaptativa. La innata constituye la línea de defensa inmediata frente a la entrada de

los microorganismos para su eliminación, es poco específica, no genera memoria y está

constituida por barreras anatómicas y fisiológicas, diversos tipos celulares como macrófagos,

neutrófilos, células dendríticas, mastocitos, basófilos, eosinófilos y las células asesinas

naturales. El sistema adaptativo es evolutivamente posterior al innato, su respuesta es de gran

especificidad y con la característica distintiva de generar memoria inmunológica. Sus

componentes celulares principales son los linfocitos B y T [Gray, 2000].

La respuesta inmune efectora involucra a las células de ambos tipos de inmunidad así como a

los mediadores moleculares por ellas producidos como anticuerpos, citocinas, ERO, ERN

histamina, moléculas de adhesión, enzimas, factores de transcripción, entre otros.

1.2. Principales mediadores celulares implicados en la respuesta inmune

1.2.1. Linfocitos

Los linfocitos son importantes células sanguíneas del sistema inmune que se originan en la

médula ósea. Existen distintos tipos de estas células que difieren en sus funciones y productos

proteicos: linfocitos B, T y células asesinas naturales.

Los linfocitos B son las únicas células del organismo capaces de producir anticuerpos. La

interacción de los antígenos con sus receptores de membrana y otras señales coestimulatorias

inician la secuencia de activación, proliferación y diferenciación que culmina en el desarrollo
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de células plasmáticas que secretan activamente anticuerpos y de células memorias capaces de

perdurar largos períodos de tiempo para enfrentar exposiciones sucesivas al mismo antígeno

[Abbas y cols., 1996].

Los linfocitos T terminan de madurar en el timo y se subdividen además en poblaciones

funcionalmente distintas; las más estudiadas son las células T cooperadoras y las T citotóxicas.

Las principales funciones de las células T cooperadoras son la producción de citocinas y la

cooperación celular, mientras que las células T citotóxicas inducen la lisis de células

infectadas y también producen citocinas [Abbas y cols., 1996].

La tercera clase importante de linfocitos no expresa marcadores de células T ni B. Estos son

linfocitos grandes con numerosos gránulos citoplasmáticos capaces de lisar células tumorales

e infectadas por virus, conocidas como células asesinas naturales [Carayannopoulos y

Yokoyama, 2004].

1.2.2. Sistema monocito-macrófago

El sistema mononuclear fagocítico ha sido definido como un linaje de células

hematopoyéticas derivadas de progenitores en la médula ósea. El primer tipo de células que

entra a la circulación sanguínea es el monocito que no está completamente diferenciado y una

vez que colonizan los tejidos y maduran se convierten en macrófagos [Hume, 2006]. Sus

principales funciones en la inmunidad innata son la fagocitosis de partículas extrañas, la

producción de citocinas necesarias para la activación de la respuesta inmune y la

coestimulación a las células T para su activación [Abbas y cols., 1996].

Los macrófagos son células denominadas inflamatorias pues participan en las diferentes etapas

de este proceso mediante la producción de citocinas, quimiocinas, ERO y ERN, activación de

enzimas y factores transcripcionales. Son células que representan el ejemplo más claro de

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

Efecto inmunomodulador del extracto acuoso de Mangifera indica L. sobre la funcionalidad de los macrófagos (...)

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 7



población celular de vital importancia para la inmunidad innata que cumple funciones en la

inmunidad adquirida, pues constituyen células presentadoras de antígenos (CPA) capaces de

inducir coestimulación a las células T como resultados del reconocimiento antigénico a través

de sus TLR (del inglés Toll like receptor). Además, las citocinas que producen contribuyen al

control de la diferenciación de las células T [Hume, 2006]. El desbalance en el control de las

funciones de este sistema mononuclear fagocítico se relaciona con la fisiopatología de

diferentes enfermedades [Medzhitov, 2001].

1.2.3. Células dendríticas

Las células dendríticas son un complejo y heterogéneo grupo multifuncional de leucocitos que

se originan en la médula ósea y que constituyen en la actualidad el eje central de la respuesta

inmune porque integran la información de la inmunidad innata y la expresan a las células de

la inmunidad adquirida. Éstas pueden activarse por medio del reconocimiento de patrones

moleculares de virus, bacterias, hongos y parásitos a través de sus TLR. Su activación es un

proceso flexible, que puede originar dos tipos de células dendríticas que secretan patrones de

citocinas diferentes y activan respuestas inmunes adaptativas tipo Th1 o Th2 [Reis-Sousa,

2004].

1.2.4. Mastocitos y basófilos

Los mastocitos y basófilos son células originadas en la médula ósea a partir de progenitoras

hematopoyéticas. Los basófilos maduran en la médula ósea y luego circulan en la sangre

periférica de donde pueden ser atraídos hacia los tejidos, mientras que los mastocitos no

circulan en la sangre y terminan su maduración en los tejidos vascularizados. Bajo condiciones

fisiológicas, los basófilos tienen una corta vida media, apenas varios días, mientras que los

mastocitos tienen una larga vida y una vez maduros, pueden proliferar bajo determinadas
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condiciones [Galli, 2000]. Ambas son células que desempeñan un papel patológico

fundamental en los procesos inflamatorios relacionados con la alergia e incluso se plantea

además la contribución de los mastocitos a la autoinmunidad [Robbie-Ryan y Brown, 2002].

Una vez inducida su desgranulación, son capaces de liberar importantes mediadores como

histamina, serotonina, prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, ERO y ERN [Wedemeyer y

cols., 2000].

1.2.5. Eosinófilos

Los eosinófilos son leucocitos granulares originados en la médula ósea que desempeñan un

papel fundamental en la fase tardía de la inflamación alérgica, así como en la defensa contra

parásitos. Sus membranas expresan receptores para inmunoglobulinas, citocinas, quimiocinas

y otros factores quimiotácticos, haciéndolas sensibles a una amplia variedad de moléculas que

las estimulan a secretar mediadores inflamatorios como proteínas catiónicas, leucotrienos y

citocinas [Dombrowicz y Capron, 2001].

1.3. Principales mediadores moleculares implicados en la respuesta inmune

1.3.1. Anticuerpos

Los anticuerpos son proteínas sintetizadas exclusivamente por las células B y su capacidad de

reconocimiento específico constituye una poderosa herramienta del sistema inmune. Existen

cinco tipos de anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) humanas, diferenciados por el tipo de

cadena pesada en su estructura: IgM, IgD, IgA, IgG e IgE, con diversidad en sus funciones

efectoras, excepto la IgD que solo participa en el reconocimiento antigénico. Las Ig participan

en importantes funciones de la respuesta inmune como la activación del complemento por la

vía clásica, opsonización, inducción de mecanismos de citotoxicidad, neutralización de

antígenos y respuestas de hipersensibilidad [Janeway y cols., 2000].
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La IgE es el principal anticuerpo involucrado en las respuestas alérgicas o de hipersensibilidad

tipo I, tiene un peso molecular aproximado de 190 kD y a diferencia de otras Ig, no activa el

complemento por la vía clásica. La IgE es termolábil, su tiempo de vida medio es de uno a

cinco días en sangre periférica y su concentración en el suero es la menor de los cinco isotipos

de Ig humanas. Es capaz de unirse por su porción Fc a receptores de alta afinidad

denominados FcεRI, ubicados en la superficie de los mastocitos y basófilos, desencadenando

la desgranulación de estas células y la liberación de importantes mediadores que activan la

respuesta alérgica [Saini y MacGlashan, 2002].

1.3.2. Citocinas

La comunicación entre las células del sistema inmune es fundamentalmente dependiente de

proteínas de bajo peso molecular denominadas citocinas, las cuales regulan importantes

procesos biológicos como el crecimiento y activación celular, la inflamación, la inmunidad, la

reparación de tejidos y la fibrosis. Estas proteínas son secretadas por una gran variedad de

células, incluyendo monocitos, macrófagos, granulocitos, células endoteliales, fibroblastos,

células dendríticas, keratinocitos, linfocitos B y T, mastocitos, basófilos, líneas de células

tumorales, entre otras [Kulmatycki y Jamali, 2001].

En condiciones normales y libres de estrés, las concentraciones de citocinas son muy bajas,

pero se incrementan notablemente bajo cambios fisiopatológicos y ante el daño tisular. La

secreción de citocinas por los linfocitos T y los macrófagos desempeñan un papel muy

importante en la patogénesis de algunas enfermedades, por lo que la expresión y las funciones

de las citocinas constituyen importantes dianas para el tratamiento de enfermedades

inmunopatológicas [Morel y Oriss, 1998].
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1.3.2.1. Caracterización molecular y funcional de algunas de las principales citocinas

relacionadas con la respuesta inmune

TNFα (del inglés tumor necrosis factor): El TNFα es una proteína de 17 kDa no glicosilada

que se sintetiza y se secreta fundamentalmente por los macrófagos en respuesta a estímulos de

diferente naturaleza, aunque otros tipos celulares como mastocitos, neutrófilos, linfocitos T,

eosinófilos, fibroblastos y células asesinas naturales también lo producen [Temkin y Levi-

schaffer, 2001]. Esta citocina se libera como mediador preformado en algunos tipos de células

y su síntesis de novo se estimula por acción de otras citocinas, complejos inmunes, IFNγ y

otros. Se han identificado dos tipos de receptores para TNF que se denominan TNF-R1

(CD120a) de 55 kDa y TNF-R2 (CD120b) de 75 kDa [van Puidenbroek y cols., 1999].

El TNFα promueve por sí mismo la inflamación, la infiltración leucocitaria, la formación de

granulomas, la fibrosis tisular e induce la producción de otras citocinas pro-inflamatorias en

varias células. Su efecto celular más notable es inicialmente disparar la transcripción de los

genes controlados por la activación del factor de transcripción nuclear κB (NFκB, del inglés

nuclear factor κB) e inducir actividad de la enzima fosfolipasa A2 con la consecuente

liberación de ácido araquidónico y sus metabolitos fundamentales: prostaglandinas y

leucotrienos. Además, causa alteraciones del endotelio, promueve procesos trombóticos, tiene

efecto quimioatrayente sobre neutrófilos y mejora su adherencia al endotelio, estimula la

síntesis de quimiocinas como IL-8, mejora la fagocitosis en macrófagos y neutrófilos e induce

el estallido respiratorio caracterizado por la producción de ERO, ERN, IL-1, factores

estimulantes de colonias, IFNγ, metabolitos del ácido araquidónico y activación de enzimas

pro-inflamatorias [van Puidenbroek y cols., 1999]. En linfocitos, el TNFα estimula la
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expresión del MHC I y II y es un potente activador de NFκB en varios tipos celulares

[Baumgartner y cols., 1994; Temkin y Levi-schaffer, 2001].

IL-1: La IL-1 existe en dos formas codificadas por genes diferentes: la IL-1α predominante en

ratones con bajo nivel de secreción y la IL-1β predominante en humanos con altos niveles de

secreción tisular, pero ambas con gran similitud estructural y funcional. La IL-1β es una

proteína de 17 kDa, producida fundamentalmente por macrófagos activados y neutrófilos

[Dinarello, 2004a]. La expresión de los genes y la síntesis de IL-1 se disparan por ligandos de

los TLR tales como endotoxinas, otras citocinas como TNFα, IFN tipo I y II, antígenos,

mitógenos y otros estímulos. Existen dos tipos de receptores de diferente afinidad para la IL-1

que unen ambas isoformas. El receptor tipo uno (CD121a) se expresa fundamentalmente en

células T mientras que el tipo dos (CD121b) aparece en células B, granulocitos y macrófagos.

Se ha descrito además una forma soluble de receptor para la IL-1. La unión de la IL-1 a su

receptor estimula la expresión de este, activa vías de señalización que incrementan los niveles

intracelulares de AMPc y activa NFκB [Dinarello, 2005].

La principal actividad biológica de la IL-1 es la estimulación de las células T cooperadoras

para que secreten IL-2 y expresen el receptor de la IL-2. Además, estimula la proliferación de

las células B y la síntesis de inmunoglobulinas, induce la activación de células asesinas

naturales, promueve la adhesión endotelial de neutrófilos y monocitos por estimulación de la

expresión de moléculas de adhesión y aumenta el metabolismo del ácido araquidónico. En el

cerebro, esta citocina induce la expresión de sus receptores en la red vascular hipotalámica

induciendo la síntesis de la COX-2 con un incremento de las concentraciones de

prostaglandina E2, la cual activa el centro termorregulador y produce fiebre; en la médula ósea

incrementa la movilización de progenitores de granulocitos y neutrófilos maduros. Por todas
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estas acciones biológicas la IL-1 es considerada una citocina pro-inflamatoria [Dinarello,

2004b].

IL-6: La IL-6 humana es una proteína de 212 aminoácidos con un 65% de homología con la

murina, que se produce en muchos tipos celulares como linfocitos T y B, monocitos,

fibroblastos, keratinocitos, células endoteliales y otras, en respuesta a estímulos como LPS,

virus, TNFα e IL-1. Su receptor está compuesto por dos subunidades, una cadena α (CD126)

de 80 kDa que es la que une IL-6 y una cadena β (CD130) de 130 kDa conocida como gp130

que es responsable de la transducción de señales y se expresa en células T, células B activadas

por mitógenos, monocitos periféricos y macrófagos [Barton, 2005].

La IL-6 es una citocina pleiotrópica con un amplio rango de actividades biológicas que

desempeñan un papel importante en la regulación de la respuesta inmune y la inflamación

[Nishimoto y Kishimoto, 2004]. Sus funciones incluyen la inducción del crecimiento de

células T y la diferenciación de células T citotóxicas, incremento de la secreción de IL-2 y de

la expresión de su receptor, inducción de la producción de anticuerpos por células B,

estimulación de la diferenciación de macrófagos, megacariocitos y osteoclastos e inducción en

los hepatocitos de la producción de proteínas de fase aguda, entre otras [Naka y cols., 2002].

Tiene efectos duales en la inflamación y a pesar de haber sido clasificada como una citocina

pro-inflamatoria, existen evidencias experimentales que indican que posee efectos anti-

inflamatorios, como el hecho de que la producción de IL-6 por células dendríticas pulmonares

favorece la diferenciación a Th2 e inhibe la respuesta Th1 [Dogde y cols., 2003].

GM-CSF (del inglés granulocyte-macrophage colony stimulating factor): El GM-CSF es una

proteína monomérica de 127 aminoácidos con dos sitios de glicosilación secretada por células

T y macrófagos en respuesta a la activación por antígenos o mitógenos, aunque otros tipos
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celulares como células endoteliales y fibroblastos también la producen por estimulación con

TNFα, IL-1, IL-2 e IFNγ. Su receptor está compuesto por dos subunidades cuya agregación le

confieren alta afinidad por su ligando [Kamijo y cols., 2002].

El GM-CSF es considerado una citocina pro-inflamatoria. Esta proteína es indispensable para

el crecimiento y desarrollo de las células progenitoras de granulocitos macrófagos, pues

estimula a los mieloblastos y monoblastos y dispara la diferenciación irreversible de estas

células. Además, el GM-CSF sinergiza con la eritropoyetina en la proliferación de células

progenitoras eritroides y megacariocíticas, es un poderoso quimiotáctico de neutrófilos y

mejora la actividad microbicida, el metabolismo oxidativo, la fagocitosis de neutrófilos y

macrófagos e induce además la liberación de metabolitos del ácido araquidónico y producción

de ERO en estas células [Warringa y cols., 1991; Hamilton, 2002].

TGFβ (del inglés transforming growth factor): El TGFβ es una citocina con importantes

funciones inmunorreguladoras secretada por linfocitos, macrófagos y células dendríticas. Su

expresión sirve como método de control autocrino y paracrino de la activación, proliferación y

diferenciación de estas células [Letterio y Roberts, 1998]. Esta proteína existe al menos en

cinco isoformas, cuyas propiedades son cualitativamente similares de forma general y son

consecuencia de su interacción con al menos cinco receptores, donde TGFβ-RI y TGFβ-RII

son los mejor caracterizados [Itoh y cols., 2000].

El TGFβ es el inhibidor más potente del crecimiento de células epiteliales normales y

transformadas, células endoteliales, fibroblastos, células neuronales, células linfoides y otros

tipos de células hematopoyéticas, hepatocitos y keratinocitos. Posee actividad inhibitoria sobre

diferentes funciones como la proliferación de linfocitos T por regulación negativa de las

señales proliferativas mediadas por la IL-2, el crecimiento de células asesinas naturales, la
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síntesis del GM-CSF y la expresión del receptor del factor estimulante de colonias de

granulocitos (G-CSF, del inglés granulocyte colony stimulating factor). De forma general, se

comporta como una citocina anti-inflamatoria [Lum y cols., 1996; Huang y Huang, 2005].

1.3.3. Moléculas de adhesión

Las moléculas de adhesión son un grupo de proteínas cuyas funciones están relacionadas con

el tráfico linfocitario y agrupa a las selectinas, los miembros de la superfamilia de las

inmunoglobulinas y las integrinas [Harlan y Winn, 2002].

Las selectinas están especializadas para interacciones de alta afinidad con sus ligandos, lo que

termina con la captura y el rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio vascular [Khan y

cols., 2003]. En este grupo se incluyen las selectinas E, P y L, las cuales unen ligandos

glicanos multivalentes expresados en numerosas proteínas de superficie y están involucradas

en los eventos iniciales de la adhesión [Wild y cols., 2001].

Las integrinas son por defecto no adhesivo y solo cuando son estimuladas por sus ligandos,

miembros de la familia de las Ig, se activan y participan en el rodamiento de los leucocitos

sobre el endotelio. Las moléculas LFA-1 (del inglés, leukocyte function-associated antigen-1)

y VLA-4 (del inglés, very late antigen) son ejemplos de integrinas, mientras que a la

superfamilia de las Ig pertenecen las moléculas de adhesión intercelular uno y dos (ICAM-1 e

ICAM-2, del inglés intercellular adhesion molecule) y la molécula de adhesión vascular

(VCAM, del inglés vascular cellular adhesion molecule). Las interacciones entre los miembros

de la superfamilia de las inmunoglobulinas y las integrinas son cruciales para la diapédesis de

los leucocitos y su paso a través del endotelio [Harlan y Winn, 2002].
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1.3.4. Quimiocinas

Las quimiocinas son pequeñas proteínas secretadas que regulan el tráfico leucocitario y se

originan en diversos tipos celulares como macrófagos, eosinófilos, neutrófilos, células T,

células epiteliales, keratinocitos, mastocitos entre otros, en respuesta a estímulos como

citocinas y LPS [Moser y Loetscher, 2001]. Dentro de las quimiocinas se encuentran:

RANTES recluta células T y eosinófilos, la IL-8 atrae macrófagos y neutrófilos, la eotaxina

influye en el reclutamiento de eosinófilos, la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-1, del

inglés monocyte chemoattractant protein-1) es quimioatrayente selectiva de monocitos y la

proteína inflamatoria del macrófago (MIP-1β, del inglés macrophage inflammatory protein)

incrementa la adhesión de las células T citotóxicas a las células endoteliales [Homey y

Zlotnik, 1999; Godessart y Kunkel, 2001].

1.3.5. Histamina

La histamina es una amina biógena con importantes efectos en la respuesta inmune, aunque

participa en otras funciones no relacionadas con la inmunidad. Sus acciones biológicas están

mediadas por su interacción con receptores histaminérgicos tipo uno, dos, tres, y cuatro y sus

efectos en la respuesta alérgica están relacionados con su interacción con los receptores tipo

uno fundamentalmente [Packard y Khan, 2003]. En el sistema cardiovascular provoca

dilatación de los vasos sanguíneos por interacción con sus receptores tipo uno y dos, causando

disminución de la resistencia periférica total, incremento de la permeabilidad vascular y fallo

en la presión sanguínea sistémica. La histamina estimula varias terminaciones nerviosas, por

tanto, cuando se libera en la epidermis produce prurito y en la dermis induce dolor [Oda y

Matsumoto, 2001].
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La histamina modula la actividad de células inmunocompetentes como los mastocitos,

basófilos y células T, contribuyendo así a la patogénesis de las enfermedades alérgicas. En

mastocitos y basófilos induce la desgranulación y liberación de los mediadores preformados

en los gránulos citoplasmáticos, así como la síntesis de novo mediadores que contribuyen a la

respuesta alérgica. Asimismo, mejora la secreción de citocinas tipo Th2 e inhibe las de tipo

Th1 [Packard y Khan, 2003].

1.3.6. Óxido nítrico, especies reactivas de nitrógeno y óxido nítrico sintasas

El óxido nítrico (NO, del inglés nitric oxide) es una simple molécula biatómica, no cargada y

con un electrón desapareado, implicado en una amplia colección de funciones fisiológicas que

incluyen la relajación de la musculatura lisa, la inhibición de la agregación plaquetaria, la

neurotransmisión y la respuesta inmune [Martin y cols., 2000]. Es sintetizado a partir de la L-

arginina y el oxígeno molecular por acción de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS, del inglés

nitric oxide synthase) y con requerimientos adicionales de NADPH como donor de electrones.

Existen al menos tres isoformas de NOS codificadas por genes diferentes: la NOS-1 o

neuronal que se encuentra en altas concentraciones en el cerebro, la NOS-2 o inducible

(iNOS) que se expresa fundamentalmente en macrófagos y en otros tipos celulares como

hepatocitos, células de la musculatura lisa vascular, fibroblastos y células epiteliales, y la

NOS-3 o endotelial (eNOS) expresada en células endoteliales [Coleman, 2001].

Las enzimas NOS-1 y NOS-3 se expresan constitutivamente en las células y sus funciones se

activan rápida y transientemente por señales de calcio mediadas por calmodulina. Las

concentraciones de NO que producen estas enzimas son menores de 1 μM. La NOS-2 no se

expresa en células en reposo ni sus funciones se afectan por las concentraciones de calcio

intracelular, y las concentraciones de NO que producen son superiores a 1 μM. La expresión
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de NOS-2 se induce por estímulos como endotoxinas bacterianas y citocinas proinflamatorias

como IL-1, IFNγ y TNFα. Para ello se requiere una fase entre la activación celular y la

producción de NO producto del tiempo necesario para la síntesis del ácido ribonucleico

mensajero (ARNm) y la proteína NOS-2 [Coleman, 2001].

El NO es un segundo mensajero altamente difundible que puede ejercer sus efectos

relativamente lejos de su sitio de producción y que es capaz de atravesar fácilmente la

membrana celular. En células endoteliales, neuronas y plaquetas, el NO a bajas

concentraciones activa directamente la guanilatociclasa por interacción con el grupo hemo de

esta enzima, que convierte el GTP en GMP cíclico, segundo mensajero intracelular, lo que le

atribuye al NO un importante papel en el control de la presión sanguínea, la neurotransmisión

y las funciones plaquetarias [Martin y cols., 2000]. Su efecto vasorrelajante le hizo atribuible

inicialmente el nombre de factor relajante derivado del endotelio [Palmer y cols., 1987].

La principal función del NO producido a altas concentraciones por la NOS-2 es microbicida,

pero se manifiestan efectos tóxicos producidos como consecuencia de su interacción con O2

molecular o el radical anión superóxido (O2
•-) y de la formación de ERN. Bajo condiciones

aeróbicas el NO es rápidamente oxidado a ERN, formándose el dióxido de nitrógeno (NO2), el

trióxido de dinitrógeno (N2O3) y el tetraóxido de trinitrógeno (N2O4). El N2O3 es el principal

producto de oxidación en disolución acuosa y en los sistemas biológicos. Cuando la célula

está sometida a un alto proceso de estrés oxidativo y nitrosativo, con altas concentraciones de

NO y O2
•-, estos dos radicales interactúan para generar el anión peroxinitrito (ONOO-)

altamente reactivo y responsable de muchos de los efectos tóxicos del NO [Coleman, 2001;

Davis y cols., 2001].

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

Efecto inmunomodulador del extracto acuoso de Mangifera indica L. sobre la funcionalidad de los macrófagos (...)

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 18



El NO regula además la actividad funcional, el crecimiento y la muerte de células diversas

como macrófagos, linfocitos T, CPA, mastocitos, neutrófilos y células asesinas naturales. En

mastocitos, el NO suprime la desgranulación inducida por el antígeno, la liberación de

mediadores y la síntesis de citocinas [Coleman, 2002]; en células T inhibe la producción de

citocinas Th1 y a la vez promueven la respuesta Th2 y la producción de IgE en células B

[Barnes y Liew, 1995], aunque otros autores plantean que el NO inhibe tanto la producción de

citocinas tipo Th1 como Th2 [Bauer y cols., 1997].

El papel del NO en la inflamación no está finalmente esclarecido, pero se evidencia una

combinación de efectos tóxicos, regulatorios, apoptóticos y antiapóptoticos en diferentes tipos

celulares y en diferentes momentos del proceso inflamatorio. Por ejemplo, mejora o inhibe la

activación de los neutrófilos dependiendo de la concentración [Armstrong, 2001], inhibe la

expresión de los genes de IL-1, IL-8, IL-6, IFNγ y TNFα, la unión al ADN del NFκB e

interfiere en varias vías de señalización intracelular [Coleman, 2001].

1.3.7. Factor de transcripción nuclear κB

La familia de factores de transcripción NFκB, expresada en la mayoría de los tipos celulares,

está compuesta por cinco proteínas relacionadas estructuralmente y evolutivamente

conservadas: NFκB1 o p50, NFκB2 o p52, RelA o p65, RelB y RelC [Karin y Ben-Neriah,

2000]. Estos factores de transcripción permanecen inactivos en el citoplasma de las células en

reposo mediante asociación con su inhibidor, un complejo de proteínas denominado IκB,

formado por IκBα, IκBβ e IκBε, p105 y p100 (estos últimos son los precursores de p50 y

p52). Para la activación de NFκB, las IκB son fosforiladas en dos residuos de serina

aminoterminales por las kinasas del complejo IKK, lo que conduce a su ubiquitinación y

subsecuente degradación en el proteosoma celular. El complejo IKK está constituido por al
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menos dos subunidades catalíticas relacionadas, IKKα (o IKK1) e IKKβ (o IKK2) y una

unidad reguladora esencial IKKγ. La degradación de IκB conduce a la traslocación de los

dímeros de NFκB al núcleo, donde se unen a sitios conocidos como κB en la secuencia del

promotor de genes inducibles [Puel y cols., 2004].

El NFκB se activa rápidamente por estimulación de un amplio rango de receptores

involucrados en la respuesta inmune innata y adaptativa, tales como TLR [Takeda y cols.,

2003], receptores de citocinas para IL-1 [Dinarello, 1997], TNFα [Aggarwal, 2003], IL-15

[Musikacharoen y cols., 2001], IL-17 [Schwandner y cols., 2000], receptores para antígenos

de las células B y T [Ruland y Mak, 2003] así como por acción de ERO y ERN [Canty y cols.,

1998]. El NFκB controla la expresión de una gran variedad de genes relacionados con las

funciones del sistema inmune: moléculas de adhesión como ICAM-1, ICAM-2, ICAM-5,

VCAM y selectina E; citocinas como GM-CSF, G-CSF, IFN tipo uno, IL-12, IL-2, IL-6,

TNFα, IL-1; receptores como TLR1-9, IL-1R, la cadena α del IL-2R y la cadena β del

receptor de células T; quimiocinas como MCP-3, RANTES y eotaxina; enzimas como COX-2,

NOS-2, fosfolipasa A2 y 5-lipooxigenasa; algunos de sus propios componentes como NFκB1,

NFκB2, IκBα, RelA, Rel B, así como proteínas de fase aguda, kinasas de señales de

transcripción y otros factores de transcripción nuclear [Li y Verma, 2002; Leiro y cols., 2004].

Por el control que ejerce este factor sobre la expresión de los genes antes mencionados, está

involucrado en importantes procesos de la respuesta inmune como la proliferación y

activación linfocitaria, el reconocimiento inmune, el cambio de clase de los isotipos de Ig, la

función de citocinas y la expresión de sus receptores, la activación de mecanismos efectores

del sistema inmune, la apoptosis, el reclutamiento celular, la inflamación, entre otros. Este
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factor de transcripción nuclear constituye una diana molecular importante para la modulación

de la respuesta inmune [Hatada y cols., 2000].

1.3.8. Otros mediadores moleculares relacionados con la respuesta inmune

Además de los mediadores anteriormente mencionados, existe otro grupo importante de ellos

involucrados en la respuesta inmune, cuyas funciones principales se resumen brevemente en la

Tabla 1.

Tabla 1. Funciones de otros mediadores moleculares relacionados con la respuesta inmune
Mediador

molecular

Funciones en la respuesta inmune

Especies
reactivas de
oxígeno
(ERO)

Las ERO son producidas por macrófagos, neutrófilos y otras células
fagocíticas, y su función principal en la respuesta inmune es la acción
microbicida contra agentes infecciosos. No obstante, ejercen funciones
inmunorreguladoras como la inhibición de la proliferación de linfocitos
que contribuye al estado de inmunodeficiencia que acompaña algunos
procesos infecciosos y la inducción o supresión de la apoptosis en varias
células del sistema inmune. Estas especies interfieren en vías de
señalización intracelular pues facilitan la fosforilación de tirosinas de Stat3
y Jak2 [Carballo y cols., 1999], activan el factor NFκB por inhibición de la
degradación de IκBα e impiden por tanto la actividad transcripcional de
NFκB en células T [Lahdenpohja y cols., 1998]. Estimulan la síntesis de
eicosanoides, fosfolipasas, factores de crecimiento y citocinas [Dworski,
2000].

Prostaglandinas
(PG)

Las PG inhiben la proliferación de linfocitos T y de células asesinas
naturales y modulan selectivamente la síntesis de citocinas [Snijdewint y
cols., 1993; Betz y Fox, 1991]. Inhiben además la liberación de histamina
mediada por IgE en mastocitos [Hashimoto y cols., 2005].

Ciclooxigenasas
(COX)

Las COX son enzimas que participan en la respuesta inflamatoria por
catalizar el primer paso en la conversión del ácido araquidónico a PG. Se
han caracterizado dos isoformas de la enzima COX: una constitutiva
denominada COX-1 y otra inducible conocida como COX-2. La COX-1
tiene funciones fisiológicas bien determinadas, su activación conduce a la
producción de prostaciclina, que liberada por el endotelio es
antitrombogénica y cuando la secreta la mucosa gástrica tiene efecto
citoprotector, mientras que la COX-2 es inducida por variados estímulos
proinflamatorios, particularmente citocinas y factores de crecimiento en el
lugar de la inflamación, y produce PG relacionadas con la respuesta
inflamatoria. Recientemente se ha descrito una COX-3 presente en corteza
cerebral y corazón fundamentalmente, y sus actividades biológicas están
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relacionadas con la inducción del dolor y la fiebre [Chandrasekharan y
Simmons, 2004; Chandrasekharan y cols., 2002].
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1.4 Mecanismos inmunológicos implicados en algunos tipos de respuesta inmune

1.4.1. Respuestas inmunes caracterizadas por activación de macrófagos

Los macrófagos están implicados en la mayoría de las respuestas inmunes que se

desencadenan en el organismo por la diversidad de funciones que desempeñan; sin embargo,

existen algunos tipos de respuestas inmunes en las que sus mecanismos efectores están más

involucrados [Hume, 2006].

La hipersensibilidad retardada (HR) es una forma de reacción inmunitaria mediada por células

en la que la célula efectora final es el macrófago activado, representado hasta el 90% de la

población celular infiltrada. Este tipo de inmunidad mediada por células forma parte del

mecanismo de defensa primario frente a microorganismos bacterianos, para lo cual se requiere

la estimulación de la función microbicida de los macrófagos por las citocinas producidas por

las células Th1, fundamentalmente el IFNγ. Cuando el estímulo es demasiado persistente, la

HR se vuelve destructiva para el tejido como consecuencia del proceso inflamatorio inducido

por la activación de los macrófagos. Este aspecto inmunopatológico se manifiesta en la

llamada reacción granulomatosa, en la que los macrófagos con los microorganismos sin

eliminar en su interior, se adhieren unos a otros adquiriendo morfologías epitelioides y se

fusionan entre sí dando lugar a la formación de células gigantes multinucleadas, que pueden

llegar a desplazar al tejido normal formando nódulos o tubérculos que conducen a la necrosis

del tejido [Abbas y cols., 1996].

Además de la enfermedad granulomatosa, existen otras enfermedades que involucran este tipo

de respuesta inmune inflamatoria crónica. Uno de los casos más representativos es la artritis

reumatoide, donde la inflamación puede ser un efecto secundario provocado por una

hiperactivación del sistema inmune, que amplifica la magnitud y gravedad de esta enfermedad
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[Gerlag y cols., 2000]. La HR también se manifiesta en enfermedades como la tuberculosis y

ciertos tipos de dermatitis por contacto [Ali y cols., 1997]. La desregulación de la respuesta de

HR puede conducir a enfermedades crónicas que cursan con inflamación y donde la

activación de linfocitos T y de macrófagos puede ser la clave de la patogenia [Kotzin y cols.,

2000; Gerlag y cols., 2000].

Cuando los mecanismos de activación de los macrófagos persisten, por permanencia del

estímulo antigénico o por desregulaciones de los mecanismos inhibitorios, se produce un

estado de sobreactivación celular que conlleva a la excesiva producción de mediadores

inflamatorios, lo que conduce a un proceso inflamatorio tal que puede terminar con la lesión

tisular [Ali y cols., 1997; Issekutz y cols., 1988].

1.4.2. La respuesta alérgica o de hipersensibilidad inmediata

El principal mecanismo involucrado en el desencadenamiento de la respuesta de

hipersensibilidad inmediata o de tipo alérgica es la estimulación de los mastocitos y basófilos

por la interacción de antígenos tipo alergenos con la IgE específica unida a los receptores de

alta afinidad FcεR de la superficie celular [Kinet, 2002]. El entrecruzamiento de estos

receptores resulta en la activación celular y el inicio de cascadas de transducción de señales

que inducen la liberación de dos grupos de mediadores biológicamente activos que causan la

reacción alérgica. Los primeros son mediadores preformados y acumulados en los gránulos

citoplasmáticos de estas células, como histamina, heparina, serotonina y proteasas, así como

TNFα e IL-4 [Robbie-Ryan y Brown 2002]. Los segundos son nuevos mediadores sintetizados

como LTC4, factor activador de plaquetas y PGD2. En el caso de los mastocitos, también son

capaces de producir citocinas como IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, TNFα,

y varias quimiocinas como la IL-8, MCP-1, y MIP-1β [Wedemeyer y cols., 2000], mientras
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que los basófilos tienen un espectro más restringido en la producción de citocinas, limitado a

IL-4 e IL-13. Sin embargo, los basófilos humanos y no los mastocitos son los primeros

productores de estas citocinas tipo Th2 [Gibbs, 2005].

Un mecanismo importante en el desencadenamiento de una respuesta alérgica es el desarrollo

de respuesta inmune tipo Th2 a proteínas inhaladas. Este constituye un ejemplo de

malfuncionamiento del sistema inmune, en el cual antígenos no microbianos pueden generar

una falsa alarma inmunológica e inducir la maduración de células dendríticas tipo dos, capaces

de favorecer la diferenciación de las células T cooperadoras a Th2, las cuales producen

citocinas características e inducen la síntesis de IgE e IgG1 por las células B [Eisenbarth y

cols., 2003].

La hematopoyesis es un fenómeno importante en la persistencia de la respuesta alérgica, pues

la iniciación y el mantenimiento de la proliferación y maduración de mastocitos, basófilos,

eosinófilos y linfocitos son procesos estimulados por diferentes citocinas producidas durante

esta respuesta [Denburg, 1999].

La acción combinada de todas estas células y sus mediadores tienen importantes efectos en la

activación y reclutamiento de células inflamatorias, la contracción del músculo liso, la

vasodilatación, el incremento de la permeabilidad vascular, la broncoconstricción, el

incremento de la secreción de moco y otros eventos asociados con la respuesta alérgica

[Bradding, 2003].

Recientes estudios revelan que la iniciación y progresión de las reacciones alérgicas no solo se

debe a una excesiva activación celular, sino a deficiencias en receptores inhibitorios tipo

FcγRIIB y gp49B1 expresados en mastocitos, basófilos, células B, entre otras. Por ejemplo, el

receptor FcγRIIB inhibe la activación mediada por el receptor de células B y en mastocitos y
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basófilos inhibe la activación mediada por FcεRI [Katz, 2002]. Igualmente, la literatura

reconoce la existencia de un tipo de célula T reguladora o Th3 que secreta TGFβ y que reduce

la intensidad de las respuestas alérgicas [Akbari y cols., 2003].

1.5. Algunas enfermedades relacionadas con alteraciones de las funciones del sistema

inmune

A pesar de la importancia del sistema inmune para el organismo, existe un amplio grupo de

enfermedades caracterizadas por alteraciones en sus funciones, bien por exceso o defecto en la

producción de algunos mediadores, por sobreactivación de diferentes mecanismos efectores,

por pérdida de la tolerancia inmunológica, fallos en los mecanismos de regulación, o por

inmunodeficiencias congénitas y adquiridas [Abbas y cols, 1996].

Las enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico,

son ejemplos clásicos de alteraciones en las capacidades discriminatorias del sistema inmune,

que conducen a la pérdida de la tolerancia y la producción de autoanticuerpos y células T

autorreactivas [Lartigue y cols, 2005]. Las patologías mencionadas anteriormente y otras

como la esclerosis múltiple, la enfermedad de Crohn, el cáncer y el Alzheimer, han sido

atribuidas entre otros factores, al desbalance en las funciones de las células T cooperadoras y

al descontrol en la producción de citocinas por diferentes tipos celulares incluidos los

macrófagos [Sack y cols., 2000].

El desbalance en el control de las funciones de los macrófagos ha sido relacionado con la

fisiopatología de diferentes enfermedades como la artritis reumatoide, la osteoartritis, la

enfermedad de Crohn, la esclerosis múltiple y otras [Medzhitov, 2001; Zhao y Schwartz,

1998; Kulmatycki y Jamali, 2001].
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Las enfermedades alérgicas como la rinitis, la dermatitis atópica o el asma bronquial

constituyen otro importante grupo de patologías donde se manifiestan alteraciones de la

respuesta inmune explicadas en el acápite anterior. En la tabla 2 se exponen las alteraciones

inmunológicas producidas en algunas de estas enfermedades.

Tabla 2. Alteraciones inmunológicas producidas en algunas enfermedades.

Enfermedad Alteraciones inmunológicas más importantes

Enfermedades
alérgicas: rinitis,
asma bronquial,
dermatitis atópica,
otras.

Activación mastocitaria con liberación de mediadores preformados y
sintetizados de novo, promoción de eosinofilia y de citocinas Th2 como IL-
4, IL-5, IL-10 y IL-13, incremento de la producción de IgE e IgG1
[Romagnani, 2000].

Artritis reumatoide Incremento de las concentraciones de TNFα como mediador
proinflamatorio fundamental, así como IL-1, IL-6, GM-CSF y quimiocinas
como IL-8, RANTES, MIP-1 y MCP-1, producción de autoanticuerpos
[Kulmatycki y Jamali, 2001].

Esclerosis múltiple Incremento de las concentraciones de TNFα en suero y fluido
cerebroespinal y de la expresión de ICAM-1 en endotelio cerebral y
astrocitos, elevadas concentraciones de varias moléculas de adhesión y
quimiocinas MCP-1, MCP-2, MCP-3, RANTES, y MIP-1α y β y sus
receptores [Zhao y Schwartz, 1998; Ledeen y Chakraborty, 1998].

Enfermedad de
Crohn.

Incremento en la expresión de TNFα, IFNγ, IL-2, IL-12, IL-6, elevada
actividad de las células Th1 [Kulmatycki y Jamali, 2001].

1.6. Tratamientos más utilizados en las enfermedades de origen inmunopatológico

La inmunomodulación se define como cambios en el sistema inmune causados por agentes

que activan, reestablecen o suprimen sus funciones, por tanto, el término

“inmunomoduladores” incluye a los fármacos inmunoestimulantes, inmunosupresores y

restauradores así como aquellos otros cuyos mecanismos de acción impliquen cambios en

algunas de las etapas o de los mediadores de la respuesta inmune [Bouic y cols., 1996].

Aunque la inmunoterapia es la forma más novedosa de tratar algunos de los trastornos del

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

Efecto inmunomodulador del extracto acuoso de Mangifera indica L. sobre la funcionalidad de los macrófagos (...)

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 27



sistema inmune, la modulación farmacológica ha sido tradicionalmente la conducta terapéutica

más utilizada para estos fines.

El tratamiento farmacológico de las enfermedades que se originan por trastornos

inmunopatológicos incluye a los antihistamínicos, los esteroides, los anti-inflamatorios no

esteroidales, los inhibidores de LT, los antagonistas de receptores de citocinas, entre otros

[Packard y Khan, 2003; Schleimer, 2004; Coffey y Golden, 2003; Simmons y Buckley, 2005].

Los antihistamínicos tipo uno son medicamentos utilizados fundamentalmente en trastornos de

origen alérgico como la rinitis, las dermatitis e incluso el asma bronquial. Estos fármacos

antagonizan de forma más o menos selectiva la unión de la histamina a sus receptores tipo

uno, inhibiendo así los efectos causados por este mediador. La elucidación del papel que

ejerce la histamina sobre el balance de citocinas Th1/Th2 provee las bases para el uso de estos

antihistamínicos en la prevención y tratamiento del asma atópica [Packard y Khan, 2003]. Por

ejemplo, la terfenadina inhibe in vitro la producción de citocinas Th2 como IL-4 e IL-5

[Munakata y cols., 1999], mientras que cetirizine inhibe el reclutamiento de eosinófilos [Testa

y cols., 2001].

Los glucocorticoides (GC) son fármacos muy útiles en el tratamiento de enfermedades de

origen inmunopatológico tan diversas como el asma bronquial, la artritis reumatoide o el lupus

eritematoso sistémico y su mecanismo de acción se ha estudiado durante más de 50 años

[Schleimer, 2004]. Los GC actúan en diversas etapas de la respuesta inmune y sobre varios

mediadores: inhiben la producción de quimiocinas por células epiteliales, suprimen la

expresión de moléculas coestimulatorias como B7 en las CPA influyendo en la activación del

infiltrado linfocitario, suprimen la liberación de citocinas como TNFα, IL-1 e IL-12, mejoran

la expresión epitelial de los TLR, inhiben la expresión de la NOS-2, COX-2 y la actividad de
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la fosfolipasa A2. Algunos de los efectos inhibitorios sobre citocinas y enzimas

proinflamatorias son consecuencia de la inhibición que ejercen sobre NFκB, mediada por un

incremento en la transcripción y expresión del inhibidor IκB, lo que favorece la permanencia

de NFκB en el citoplasma celular [Schleimer, 2004; Heasman y cols., 2003].

Los anti-inflamatorios no esteroidales y específicamente los inhibidores selectivos de la COX-

2, se utilizan extensamente en el tratamiento anti-inflamatorio de procesos inmunopatológicos

como diferentes tipos de artritis, con demostrada efectividad y ligera reducción de los efectos

adversos gastrointestinales pero con incremento del riesgo de la toxicidad cardiovascular por

posibilidad de ocurrencia de eventos trombóticos. En el año 2005, el Comité de Avisos de la

FDA emitió un comunicado que informaba que todos los inhibidores selectivos de COX-2

aprobados en los EUA tienen significativos riesgos cardiovasculares, orientó retirar algunos

del mercado e incluir esta información en las etiquetas de los medicamentos [Abramson y

Weaver, 2005].

La terapia anti-leucotrienos también se utiliza como tratamiento antiinflamatorio,

específicamente en el asma bronquial, pues se basa en la inhibición de la síntesis de LT o en el

bloqueo de sus receptores [Coffey y Golden, 2003].

En los últimos 10 años uno de los principales avances en el tratamiento de la inflamación fue

la introducción de las terapias biológicas contra citocinas y ejemplo clásico ha sido las terapias

anti-TNFα con infliximab, etanercept o adalumimab, las cuales se probaron inicialmente para

el tratamiento de la artritis reumatoide, pero hoy incluyen nuevas indicaciones como la

espondilitis anquilosante, la artritis psoriática, la psoriasis y la enfermedad de Crohn en el caso

del infliximab [Simmons y Buckley, 2005].
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El significativo avance en el entendimiento molecular de los mecanismos que regulan la

respuesta inmune ha permitido desarrollar nuevas estrategias y agentes terapéuticos para el

tratamiento de las enfermedades inmunopatológicas, muchas de ellas basadas en el diseño de

anticuerpos monoclonales que bloqueen receptores y otras moléculas involucradas en la

respuesta inmune. Por ejemplo, Amevive (alefacept) es un proteína quimérica

inmunosupresora, diseñada para bloquear el receptor CD2 de las células T y evitar su

interacción con la molécula de adhesión LFA-3 expresada en la CPA, interacción que

amplifica la primera señal generada por el reconocimiento antigénico por el receptor de célula

T (TCR, del inglés T cell receptor). Su utilización en el tratamiento de la psoriasis fue bien

tolerado y con excelentes resultados clínicos [Ellis y Krueger, 2001]. Otras terapias

denominadas de antiadhesión utilizan anticuerpos monoclonales humanizados y no

humanizados que actúan directamente contra ICAM-1 o ICAM-3 [Aruffo y Hollenbaugh,

2001]. Varias investigaciones se centran en la búsqueda de inhibidores de la molécula

coestimulatoria CD28 y en la interferencia con otras señales coestimulatorias de las células T

[Carreno y cols., 2005], en terapias anti-células B, en el bloqueo de receptores de un gran

número de citocinas, así como en otras variantes menos explotadas como la modulación del

repertorio de células T y su propio TCR [Simmons y Buckley, 2005].

1.7. Modulación de la síntesis o la expresión de mediadores de la respuesta inmune por

compuestos de origen natural

Los productos naturales constituyen una gran fuente de compuestos capaces de modular

algunos de los mediadores o de los mecanismos de la respuesta inmune. Entre los compuestos

de origen natural con propiedades inmunomoduladoras podemos citar a los polifenoles,
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alcaloides, quinonas, terpenoides, esteroles, polisacáridos, glicoproteínas, entre otros [Wagner,

1990].

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la característica de

poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxílicas. Dentro

de los polifenoles se incluyen las xantonas, los diferentes tipos de flavonoides, las coumarinas,

los taninos y otras moléculas, las cuales son importantes constituyentes de un gran número de

extractos obtenidos de fuentes naturales y poseen una gran variedad de actividades biológicas

relacionadas con las funciones del sistema inmune. Las catequinas son flavonoides presentes

en el té capaces de disminuir la producción de IL-1β e incrementar los niveles de IL-10

[Crouvezier y cols., 2001], la quercetina y la rutina inhiben la presentación de péptidos por las

CPA [Gong y Chen, 2003] y tienen efectos antioxidantes y anti-inflamatorios [Rotelli y cols.,

2003], las xantonas antagonizan los receptores del factor activador de plaquetas [Jantan y

cols., 2001], las coumarinas inhiben la actividad de la enzimas COX-1 y COX-2, la

producción de PGE2 y la liberación de NO [Abad y cols., 2001].

Los terpenoides constituyen otro importante grupo de compuestos capaces de modular

funciones del sistema inmune. La literatura reporta que poseen actividad inhibitoria sobre la

producción de TNFα, IL-6, IL-8, IFNγ, IL-1β, IL-2 e IL-4 [Duan y cols., 1999], en la

degradación de IkB y consecuentemente en la activación de NFκB [Jeong y cols., 2002], en la

producción de ERO y en las concentraciones de NOS-2, COX-2 y PGE2 [Li, 2000; Whan y

cols., 2001].

La literatura científica reconoce varios extractos naturales con propiedades

inmunomoduladoras, lo que promueve la utilización de estos para el tratamiento

complementario de enfermedades relacionadas con alteraciones inmunopatológicas. El
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Pycnogenol® es un extracto de la corteza de Pinus pinaster que reduce la expresión de ICAM-

1 y la activación de NFκB [Saliou y cols., 2001], las preparaciones de Tripterygium wilfordii

inhiben la producción de importantes citocinas proinflamatorias como TNFα, IL-6, IL-8,

IFNγ, IL-1β e IL-2, la proliferación de linfocitos T y B y la formación de anticuerpos [Duan y

cols., 1999; Li, 2000], extractos de Withania somnifera estimulan funciones inmunes como la

producción de anticuerpos y la actividad fagocítica [Davis y Kuttan, 2000] y el extracto

metanólico de Cyperus rotundus inhibe la producción ERO y NO en macrófagos [Seo y cols.,

2001].

Igualmente, la comunidad científica reconoce varios productos naturales que actúan sobre

mecanismos relacionados con la respuesta alérgica, como extractos acuosos y alcohólicos de

Striga orobanchioides que inhiben las contracciones inducidas por histamina en íleo de

cobayos y la desgranulación de los mastocitos [Harish y cols., 2001] y preparaciones

obtenidas de los frutos de Rubus coreanus inhiben el choque anafiláctico sistémico inducido

por el compuesto 48/80 [Kim y cols., 2002].

1.8 Mangifera indica L.

Mangifera indica L. es una especie perteneciente a la familia Anacardiaceae, que se introdujo

en Cuba en 1782 y se cultiva actualmente en todas las regiones del país [Roig, 1988].

La literatura científica le atribuye a extractos obtenidos de diferentes partes del árbol de

Mangifera indica L. (M. indica) actividades biológicas tales como antigiardiásico [Ponce-

Macotela y cols., 1994], antipirético [Awe y cols., 1998], espasmolítico [Kambu y cols.,

1990], antidiabético [Aderibigbe y cols., 2001], inmunomodulador [Makare y cols., 2001] y

antioxidante [Scartezzini y Speroni, 2000].
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Los efectos biológicos atribuidos a M. indica están relacionados con la presencia de

importantes compuestos en proporciones variables en cada parte del árbol. Los polifenoles

constituyen uno de los componentes fundamentales y mayoritarios. Entre ellos se incluyen

xantonas como mangiferina, isomangiferina y homomangiferina, flavonoides como

quercetina, isoquercetina y catequina, taninos como el ácido gálico, metilgalato, galotanino y

otros. Se reporta además la presencia de triterpenos, β-sitosterol, vitamina A y C, entre otros

compuestos [Anjaneyulu y cols., 1999; Scartezzini y Speroni, 2000]. La mangiferina, uno de

los componentes mayoritarios de los extractos obtenidos de M. indica, posee actividad

inmunomoduladora, antitumoral, antiviral, hipoglicemiante y antioxidante [Guha y cols.,

1996; Yoosook y cols., 2000; Miura y cols., 2001; Scartezzini y Speroni, 2000].

1.8.1 Extracto acuoso de la corteza de Mangifera indica L.

A partir del conocimiento etnomédico en Cuba de la utilización de la especie M. indica para el

tratamiento de diversas patologías como la artritis, el lupus eritematoso sistémico, el asma y

algunos tipos de neoplasias [Guevara y cols., 2002; Tamayo y cols., 2001], el Centro de

Química Farmacéutica (CQF) ha desarrollado un nuevo producto obtenido de la corteza de M.

indica, comercializado bajo la Marca Registrada VIMANG®. Este producto es un extracto

acuoso obtenido por decocción, que contiene una rica mezcla de polifenoles, terpenoides,

ácidos grasos, azúcares, polialcoholes y microelementos (Tabla 3) y cuyo componente

mayoritario es la mangiferina [Núñez-Sellés y cols., 2002]. Los estudios farmacológicos han

demostrado que este extracto posee actividad antioxidante y anti-inflamatoria [Martínez y

cols, 2000; 2001a, b; Garrido y cols., 2001; 2004 a,b; 2005; 2006].

La evaluación de las propiedades antioxidantes del extracto demostró: a) un elevado poder

antioxidante in vitro, evidenciado por su capacidad de secuestrar radicales libres, inhibir la
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peroxidación de fosfolípidos, proteger del daño oxidativo y la ausencia de efecto pro-oxidante

sobre el ADN bajo condiciones experimentales específicas [Martínez y cols, 2000]; b)

capacidad protectora contra el daño oxidativo inducido por productos pro-oxidantes en suero,

hígado y cerebro; así como inhibición de la superproducción de ERO por macrófagos

peritoneales de ratón, efectos superiores en todos los casos a los obtenidos con vitaminas C, E 

y β caroteno [Sánchez y cols., 2000]; c) efecto inhibitorio sobre la peroxidación lipídica en

microsomas hepáticos y protección al daño oxidativo a proteínas [Martínez y cols., 2001a]; d)

capacidad protectora del daño oxidativo en células piramidales de hipocampo y hepatocitos,

mediante modelos de isquemia-reperfusión cerebral y hepática [Martínez y cols., 2001b; 2003]

La acción anti-inflamatoria del extracto de M. indica se demostró in vivo por la reducción del

edema plantar inducido por carragenina y la inhibición de la producción de TNFα y NO en

modelos de choque endotóxico. Además, experimentos in vitro demostraron su capacidad de

inhibir la producción de PGE2 y LTB4, la actividad de la enzima fosfolipasa A2 de secreción

y la activación de NFκB mediada por TNFα [Garrido y cols., 2001; 2004 a,b; 2005].

Los estudios toxicológicos realizados al extracto de M. indica demostraron que no posee

efectos tóxicos por vía oral ni tópica. Por vía intraperitoneal en ensayos de toxicidad aguda en

ratones OF1 se evidenciaron algunos signos tóxicos, con una dosis letal media (DL50) de 273

mg/kg para las hembras y 219 mg/kg para los machos, mientras que en ratas Srague Dawley

la DL50 fue de 500 mg/kg para los machos y 166,48 mg/kg para las hembras, lo que evidenció

diferencias en la susceptibilidad entre los sexos. Por vía oral no presentó efectos tóxicos a 2

g/kg en administración aguda, subcrónica y crónica y tampoco se demostraron efectos

mutagénicos, clastogénicos ni teratogénicos [Garrido y cols., 1998; Gámez y cols., 2001,

2002; Rodríguez y cols., 2002].
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Tabla 3. Composición cuali y cuantitativa del extracto estandarizado de la corteza de M. indica
obtenido en el Centro de Química Farmacéutica.
Grupo Componentes Conteni

do (%)
Grupo Component

es
Contenido
(%)

Polifenoles
(40 – 60 %)

Mangiferina 10 – 20 Terpenoides
(10 – 20 %)

Ácido
mangiferónic
o

10 – 15

(+) Catequina 7 – 10 Beta-
elemeno

2 – 5

(-) Epicatequina 4 – 7 Alfa-guaieno 2 – 5
Ácido gálico, propil
éster

2 – 5 Aromandren
o

2 – 5

Ácido gálico, metil éster 2 – 5 Hinesol 1 – 3
Ácido benzoico, propil
éster

2 – 5 Cicloartanole
s

1 – 3

Ácido 3,4-
dihidroxibenzoico

1 – 3 Ledol 1 – 2

Ácido benzoico 1 – 2 Taraxerol 1 – 2
Ácido gálico 1 - 2

Azúcares Galactosa 2 – 5 Polialcoholes Sorbitol 2 – 4
(3 – 6 %) Glucosa 1 – 3 (2 –5 %) Mioinositol 1 – 2

Arabinosa 1 – 3 Xilitol 0,5 - 1
Ácidos
grasos

Mirístico 0,1 – 3,0 Microelement
os

Potasio 0,8 – 1,0

(1-5%) Palmítico 0,3 – 0,4 (1 –3 %) Calcio 0,2 – 0,4
Linoleico 0,15 –

0,35
Magnesio 0,1 – 0,2

Oleico 0,2 – 0,4 Hierro 0,1 – 0,2
Esteárico 0,1 – 0, 2 Cobre ≤ 0,01
Eicosatrienoico 0,1 – 0,3 Zinc ≤ 0,01

Selenio 0,03– 0,08
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Obtención del extracto estandarizado de la corteza de M. indica y de la mangiferina

El extracto de la corteza del árbol M. indica se obtiene por decocción durante una hora en

agua, después se concentra por evaporación y se seca por atomización para obtener un polvo

fino de color carmelita [Núñez-Sellés y cols, 2002]. Adjunto a la muestra, codificada como

QF-808 (lote 112), se recibió el informe No. de folio 844 en el cual el servicio analítico del

CQF certificó la calidad de la misma.

La mangiferina (2-β-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetra-hidroxi-9H-xanten-9-ona) se obtiene

mediante extracción con metanol del extracto estandarizado de la corteza del árbol de M.

indica, con una pureza de 88,5 % comparada con un patrón de mangiferina (Sigma, EUA) por

métodos espectroscópicos [Núñez-Sellés y cols., 2002]. Adjunto a la muestra, se recibió el

informe No. de folio 084 en el cual el servicio analítico del CQF certificó la calidad del lote III

utilizado para la experimentación.

Con el propósito de demostrar si la presencia de mangiferina está involucrada en los efectos

del extracto, se evaluó en cada experimento al menos una dosis o concentración de

mangiferina. En caso de utilizarse solo una dosis o concentración de mangiferina, esta se

corresponde con la dosis o concentración que equivale a la cantidad de mangiferina presente

en la mayor dosis o concentración utilizada del extracto de M. indica para el mismo

experimento, considerando un 10 % de mangiferina en el extracto.

El rango de dosis (hasta 500 mg/kg) y concentraciones (hasta 400 μg/mL) utilizadas del

extracto se seleccionó en base a las dosis y concentraciones para las cuales se ha demostrado

efecto antioxidante y anti-inflamatorio [Martínez y cols, 2000; 2003; Sánchez y cols., 2000;

Garrido y cols., 2001; 2004 a,b; 2005; 2006].
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En los estudios farmacológicos in vivo, las diferentes dosis del extracto y la mangiferina se

disolvieron en agua destilada o disolución salina. Las muestras se prepararon al momento de la

administración. En los estudios in vitro, ambos productos se disolvieron en el medio de cultivo

celular con 0,4% de dimetilsulfóxido (DMSO) para garantizar total solubilidad. En cada

ensayo, se evaluó el efecto del vehículo utilizado para la disolución de los productos.

2.2. Consideraciones bioéticas

Toda la experimentación realizada con animales de laboratorio en el presente trabajo estuvo

sujeta al más estricto cumplimiento de las normas éticas en la experimentación animal, regidas

por guías éticas para la investigación con animales de laboratorio [Olfert y cols., 1993].

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética y el

Departamento de Control de la Calidad de la institución en la que se realizó la investigación:

la Universidad de Santiago de Compostela en España y el Centro de Química Farmacéutica de

La Habana.

2.3. Evaluación del efecto inmunomodulador del extracto de M. indica y mangiferina en

la funcionalidad de macrófagos peritoneales

En estos experimentos se utilizaron ratas Wistar (machos, 180-200 g) y ratones Balb/c

(machos, 18-22 g), proporcionados por la empresa Criffa (España), adaptados durante siete

días a las condiciones del laboratorio. Los animales se colocaron en grupos de cinco en cajas

de Macrolon (Panlab, España), se mantuvieron con humedad y temperatura controlada entre

22-24 ºC, sistema de doce horas de luz y doce de oscuridad y una dieta EMO 1001 establecida

para los animales de laboratorio.
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Obtención de los macrófagos peritoneales de ratas para los ensayos in vitro

Las ratas se sacrificaron por dislocación cervical en una cámara de flujo laminar. El abdomen

se desinfectó con alcohol 70 % y se administró por vía intraperitoneal (i.p) 30 mL de

disolución salina balanceada de Hank (DSBH). Después de dar ligeros masajes abdominales,

se extrajeron aproximadamente 30 mL de fluido peritoneal. La suspensión celular se lavó por

centrifugación a 400 xg durante 10 minutos a 4 °C, se resuspendió en DSBH y se ajustó la

concentración celular a 106 células/mL. La proporción de macrófagos en la población celular

peritoneal total se determinó por la tinción con α-naftil, mediante la cual se evalúa la

actividad enzimática esterasa inespecífica característica del sistema mononuclear fagocítico

[Ennist y Jones, 1983]. Se demostró que más del 96% de las células de la suspensión celular

peritoneal eran macrófagos.

2.3.1. Ensayo de citotoxicidad celular

Para descartar la posibilidad de un efecto tóxico del extracto de M. indica o la mangiferina

sobre la viabilidad celular de los macrófagos de ratas, se desarrolló un ensayo de citotoxicidad

por reducción del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; Sigma,

EUA) [Woerdenbag y cols., 1994] y se evaluaron concentraciones del extracto de M. indica y

mangiferina entre 0,1-1000 μg/mL durante 48 horas. Los resultados se expresaron como % de

viabilidad celular.

2.3.2. Ensayo in vivo de quimiotaxis celular

En este ensayo se conformaron grupos experimental de ocho ratas Wistar. Para inducir una

respuesta quimiotáctica hacia el peritoneo de las ratas, se inyectó por vía i.p un mL de

tioglicolato 3 % (Merck, Alemania) e inmediatamente se administró 0,5 mL del extracto de M.

indica o mangiferina en dosis única i.p de 10, 50, 100 y 150 mg/kg en disolución salina NaCl
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0,9 % según correspondía a cada grupo experimental. El grupo control recibió disolución

salina i.p. A los cinco días se recogió el exudado peritoneal, se contó en un hemocitómetro el

número total de células y se determinó además la proporción de macrófagos en esta

suspensión por la tinción con α-naftil [Ennist y Jones, 1983].

2.3.3. Ensayo in vitro para determinar actividad fagocítica

La actividad fagocítica de macrófagos se evaluó por el método fluorimétrico basado en la

utilización de levaduras (Kluyveromyces lactis) marcadas con isotiocianato de fluoresceína

(ITCF) [Oda y Maeda, 1986]. Alícuotas de 100 μL de la suspensión celular de macrófagos

residentes (106 células/mL) obtenidas como se describió en la sección 2.3. se adicionaron en

placas de 96 pozos (Corning, EUA) y se colocaron en incubadora a 37ºC y 5 % CO2 para

adherencia. Las células no adherentes se eliminaron por lavado con DSTF. Posteriormente, se

adicionaron alícuotas de 100 μL de DMEM, 5 x 107 células de levaduras marcadas con ITCF y

la concentración correspondiente del extracto de M. indica o mangiferina (0,1, 1, 10, 50, 100,

200 μg/mL), resveratrol (100 μM ≈ 25 μg/mL) o el DMSO 0,4% utilizado como vehículo y se

incubó durante 140 minutos a 37 ºC y 5 % CO2. Después se lavaron las células varias veces

con DSTF y se solubilizaron por adición de 100 μL por pocillo de Tris-HCl 25 mM pH 8,5

conteniendo 0,2 % de duodecilsulfato de sodio. La fluorescencia se determinó en un lector de

fluorescencia (Bio-Tek Instruments, RU) con excitación a 490 nm y medición a 525 nm. En

este experimento se empleó como referencia el resveratrol, un polifenol de origen natural

capaz de disminuir la actividad fagocítica de macrófagos [Leiro y cols., 2002]. De cada

condición experimental se realizaron cuatro réplicas.
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2.3.4. Ensayo in vitro para la determinación de la producción de óxido nítrico

La producción de NO por los macrófagos peritoneales se determinó mediante la reacción de

Griess, por medición de la cantidad total de nitritos en el sobrenadante de cultivo. El NO que

se forma in vitro como resultado de la acción de la enzima NOS-2 experimenta una rápida

oxidación a nitritos, por lo que la determinación de estos últimos constituye una vía indirecta

para evaluar la producción de NO [Jun y cols., 1994].

Alicuotas de 100 μL de la suspensión de macrófagos residentes (106 células/mL) obtenidas

como se describió en la sección 2.3 se incubaron en placas de 96 pozos (Corning, EUA) a 37

°C y 5 % de CO2 durante 90 minutos. Después de la adhesión, las células se lavaron

cuidadosamente con DSBH para eliminar células no adherentes y se incubaron durante 48

horas con 100 μL de medio de cultivo DMEM conteniendo 100 ng/mL de LPS, 10 unidades

(U)/mL de IFNγ murino y el extracto de M. indica o la mangiferina a concentraciones de 1, 10,

50, 100 y 200 μg/mL. Se utilizó el N-monometil-L-arginina (L-NMMA, 250 μM) como

control de la inhibición de la producción de NO y el resveratrol (100 μM ≈ 25 μg/mL) como

polifenol de conocida actividad inhibitoria sobre este parámetro [Miura y cols., 2000; Leiro y

cols., 2002]. Al término de la incubación, se recogieron alicuotas de 100 μL de cada

sobrenadante de cultivo y se incubaron con igual volumen de reactivo de Griess (sulfanilamida

1 % y N-(1-naftil)etilendiamina 0,1 % en ácido fosfórico 2,5 %), durante 10 minutos a

temperatura ambiente. Finalmente se determinó la absorbancia a 530 nm en un lector de placas

de microtitulación (Titertek Multiscan, Finlandia). La concentración de nitritos se calculó con

referencia a una curva patrón obtenida con NaNO2 en concentraciones entre 1-200 μM. De

cada condición experimental se realizaron cuatro réplicas
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2.3.5. Determinación de la expresión de genes que codifican para enzimas, citocinas y

factores de transcripción relacionados con la respuesta inmune

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos por los cuales el extracto de M. indica

modula algunas de las funciones de los macrófagos, se evaluaron sus efectos in vitro a nivel

molecular en la expresión de determinadas proteínas producidas por estas células, utilizando

ratones Balb/c como fuente de macrófagos peritoneales.

En los experimentos que se describen a continuación se amplió el intervalo de concentraciones

hasta 400 μg/mL del extracto de M. indica, debido a era interés trabajar a una concentración

del extracto que fuera equivalente a 40 μg/mL de mangiferina, considerando que este polifenol

tiene una composición aproximada de un 10% en el extracto. El interés de incluir esta

concentración del extracto de 400 μg/mL se debe a que Leiro y cols,. 2003, demostraron

algunas propiedades inmunomoduladoras de la mangiferina a la concentración de 40 μg/mL.

Uno de los objetivos de este trabajo es precisamente determinar si la mangiferina está

involucrada en los efectos farmacológicos del extracto, por tanto, para alcanzar con el extracto

una concentración de mangiferina equivalente a 100 μM (≈40 μg/mL) se requieren 400

μg/mL.

Obtención y activación de macrófagos peritoneales murinos

Para la obtención de los macrófagos peritoneales murinos, los ratones Balb/c se inyectaron i.p

con 0,5 mL de tioglicolato 3 % y tres días después se obtuvo el exudado peritoneal. En

condiciones asépticas, el abdomen de cada ratón se desinfectó, se inyectaron cinco mL de

medio de cultivo DMEM en la cavidad peritoneal y después de un ligero masaje abdominal, se

extrajeron aproximadamente tres mL de fluido peritoneal y se transfirieron a un tubo de 10 mL

en hielo. Las células se lavaron por centrifugación a 400 xg y se contaron en un
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hemocitómetro para ajustar la concentración a 106 células/mL. El número de células viables se

determinó por tinción de exclusión con tripán azul. La proporción de macrófagos en el

exudado peritoneal se estimó por determinación de la actividad esterasa no específica [Ennist

y Jones, 1983], evidenciándose más de un 98 % de macrófagos. Alícuotas de 1000 μL de la

suspensión celular se adicionaron en placas de seis pozos (Sterilin, RU) y se incubaron por 90

minutos a 37 ºC y 5 % CO2 para favorecer la adhesión.

2.3.5.1. Determinación de los niveles de ARNm de NOS-2, COX-1, COX-2, NFkB e IkB

por reacción de reverso trascripción y de la polimerasa en cadena (RT-PCR)

Alicuotas de 1000 μL de la suspensión celular de macrófagos peritoneales murinos obtenidos

como se describió en la sección 2.3.5 se incubaron durante dos horas a 37ºC en medio de

cultivo DMEM con 10 U/mL de IFNγ, 100 ng/mL de LPS y concentraciones del extracto de

M. indica (4, 40 y 400 μg/mL) o dexametasona (100 μM = 40 μg/mL) como fármaco de

referencia.

El aislamiento del ARN total (ARNt) de las muestras de macrófagos se realizó con una

disolución monofásica de fenol y tiocianato de guanidina (TriPure Isolation Reagent, Roche,

Alemania). Se adicionó un mL de TriPure en cada pozo (área 10 cm2) y las células se lisaron

haciendo pasar varias veces la suspensión celular por la punta de la pipeta. El lisado celular se

incubó durante cinco minutos a temperatura ambiente para asegurar la completa disociación de

los complejos nucleoproteínas. Seguidamente se adicionaron 0,2 mL de cloroformo, se agitó

vigorosamente durante 15 segundos, se incubó a temperatura ambiente por cinco minutos y se

centrifugó a 12 000 xg durante 15 minutos a 4 ºC. La fase superior incolora se removió y el

ARNt presente en la fase inferior se precipitó con isopropanol. El precipitado resultante de

ARNt se secó y disolvió en agua libre de ARNasa tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) a
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concentración de 1 μg/mL. Para comprobar la calidad del ARNt aislado, se realizó una

electroforesis convencional en gel de agarosa al 2%.

Posteriormente se procedió a la transcripción reversa del ARNt en ADN complementario

(ADNc). La síntesis del ADNc (25 μL/reacción) se realizó por utilización de hexámeros

cebadores aleatorios 1,25 μM (Roche, Alemania), 250 mM de cada desoxirribonucleótido

trifosfato (dNTPs), 10 mM de ditiotrietol (DTT), 20 U de inhibidor de ARNasa, 2,5 mM de

MgCl2, 200 U de reverso transcriptasa del virus de leucemia murino (Promega, EUA) en

disolución tamponada de reacción (Tris 30 mM y KCl 20 mM, pH 8,3) y 2 μg de muestra de

ARNt. Los parámetros cíclicos para la reacción de reverso transcripción fueron: hibridización

durante 10 minutos a 25 ºC y reverso trascripción por 60 minutos a 42 ºC.

Un microlitro de la mezcla de reacción anterior se utilizó para realizar reacciones en cadena de

la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) y se utilizaron los siguientes pares

de cebadores ratón específicos, del Banco de Genes del Centro Nacional de Biotecnología e

Información de España: NOS-2 (5’-TGGAAGCCGTAACAAAGGAAA-3’; 5’-

ACCACTCGTACTTGGGATGCT-3’); COX-1 (5’-TGGTGGATGCCTTCTCTCG-3’; 5’-

AACAGATGGGATTCCCTAGGA-3’); COX-2 (5’-TGATCGAAGACTACGTGCAAC-3’;

5’-TCATCTCTCTGCTCTGGTCAA-3’); NF-kB (5’-TAATCCTTGGGAGTGGAGCAA-3’;

5’-TGTTGGAGTGTGGCTGGAGT-3’); IkB (5’-ATTGCTGAGGCACTTCTGAA-3’; 5’-

TTGACATCAGCACCCAAAGT-3’); GADPH (5’-ACCGCATCTTCTTGTGCAGT-3’; 5’-

GCCAAAGTTGTCATGGATGA-3’).

La reacción de PCR se realizó en un volumen de 25 μL de mezcla de reacción optimizada que

contenían disolución tamponada (Tris-HCl 10 mM, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, pH 9,0), 0,2

mM de cada dNTP, 0,4 μM de cada cebador (tanto el cebador con sentido como el
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antisentido), 1,5 unidades de rTaq ADN polimerasa (Roche, Alemania) y 1 μL de los

productos de la reacción de reverso transcripción. El ciclo térmico utilizado en un ciclador

térmico automático (GeneAmp PCR System 2400, Perkin-Elmer, Norwalk, EUA) fue el

siguiente: desnaturalización inicial a 94 ºC durante cinco minutos seguida de 35 ciclos a 94 ºC

durante 30 segundos, ciclos de 55 ºC para NOS-2, COX-1, COX-2, NF-kB e IkB o de 53 ºC

para GAPDH por 45 segundos y 72 ºC por un minuto y finalmente una fase de extensión de

siete minutos a 72 ºC. En todos los experimentos se evaluaron controles sin ARN o sin reverso

transcriptasa y en ningún caso se obtuvieron productos de amplificación.

Los productos de la PCR (alicuotas de 20 μL) se separaron en un gel de agarosa 2 % en

disolución tamponada TBE (Tris base 0,89 M, ácido bórico 0,89 M, EDTA 0,02 M, pH 8,0),

se tiñeron con bromuro de etidio 0,5 μg/mL y se fotografiaron con una cámara digital bajo un

transluminador UV de intensidad variable Spectroline 312 como se describe en [Leiro y cols.,

2000]. La cantidad de ADNc de cada banda electroforética se cuantificó con un programa de

análisis densitométrico (Image Master Total Lab, Amersham Pharmacia Biotech, RU),

expresado con respecto a la cantidad de ADNc en la banda correspondiente al gen control

GAPDH en el mismo gel.

2.3.5.2. Determinación de la expresión de las enzimas NOS-2 y COX-2 mediante el

ensayo de slot-blot

Los cultivos de macrófagos peritoneales inflamatorios murinos (106 células/mL) obtenidos

como se describió en la sección 2.3.5. se incubaron durante seis horas en medio de cultivo

DMEM con 10 U/mL de IFNγ, 100 ng/mL de LPS, el extracto de M. indica (4, 40 o 400

μg/mL), mangiferina 40 μg/mL o sin productos (controles) a 37ºC y 5 % CO2. Las células se

lavaron con disolución tampón TBS (Tris 50 mM, NaCl 0,15 M; pH 7.4) y se resuspendieron
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en 0,4 mL de TBS y 0,1 mL de una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma, EUA). Las

células se sonicaron en hielo a 60 W por 15 segundos y se centrifugaron durante cinco minutos

a 13 000 xg. La concentración de proteínas totales en el sobrenadante se determinó por el

método de Bradford [Kruger, 1994] con albúmina de suero bovina (ASB) como patrón de

referencia. Iguales cantidades de proteína total (60 μg en 100 μL) se transfirieron a

membranas hidrofóbicas de polivinilideno difluoruro (PVDF, Hybond-P, Amersham

Biosciences, RU) utilizando una filtración múltiple tipo slot-blot (Amersham Biosciences,

RU). Las membranas se incubaron con leche descremada 5% en TBS con 0,2% Tween 20

durante una hora para bloquear las uniones inespecíficas. La expresión de las enzimas NOS-2

y COX-2 fueron inmunodetectadas por incubación durante una hora a temperatura ambiente

con un antisuero policlonal de conejo contra NOS-2 (Alpha Diagnostic Internationa, EUA) o

COX-2 murino (Cayman Chemical Co, EUA) diluido 1:1000 en disolución de dilución (TBS

con 0,05 % Tween 20 y 1 % de leche descremada). Después de la incubación con el

anticuerpo primario, las membranas se lavaron cinco veces con disolución de lavado (TBS con

0,05 % Tween 20), se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con una dilución

1:3000 en disolución de dilución del anticuerpo secundario cabra anti-conejo conjugado con

peroxidasa de rábano picante (Amersham Biosciences, RU) y posteriormente se lavaron cinco

veces con disolución de lavado. Finalmente, los anticuerpos unidos se visualizaron por

quimioluminiscencia con un filme autorradiográfico siguiendo las instrucciones del

suministrador (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, RU). El análisis densitométrico se

realizó con un escaner láser y las bandas se cuantificaron en imágenes TIF en un programa de

análisis densitométrico (ImageMaster Total Lab, Amersham Biosciences, RU), con péptido

murino NOS-2 (un péptido de 19 aminoácidos de secuencia designada INOS22-P; péptido
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control; 1125-1144 aa; Alpha Diagnostic Internacional, EUA) o COX-2 ovina (Cayman

Chemical Co, EUA) como referencia.

2.3.5.3. Determinación de los niveles de ARNm de TNFα, IL-1β, IL-6, GM-CSF y TGFβ

por reacción de reverso trascripción y reacción múltiple de la polimerasa en cadena (RT-

MPCR)

Las condiciones experimentales son las mismas de la sección 2.3.5.1 en cuanto a la

estimulación de los macrófagos, los tratamientos y la obtención del ADNc celular.

El ADNc obtenido en el paso de reverso transcripción descrito en 2.3.5.1 fue aclarado por

extracción en fenol y precipitación en etanol. La amplificación del cADN se realizó por

múltiple PCR (MPCR) utilizando un estuche reactivo CytoXpressTM (Biosource Internacional,

EUA), siguiendo las instrucciones del productor descritas en [Korhonen y cols., 2002], el cual

está diseñado para dirigir la amplificación simultánea de regiones de marco abierto de lectura

de al menos seis genes de ratón en una misma muestra: GAPDH, GM-CSF, TNFα, IL-1β, IL-

6 y TGFβ.

La PCR múltiple se realizó en un volumen de 50 μL que contenían 10,5 μL de agua destilada,

10 μL de disolución tamponada 10x provista por el comercializador para MPCR, 5 μL de los

distintos cebadores 10x para los genes que se amplifican, 4 μL de cada dNTP (3,12 mM), 0,5

μL de rTaq ADN polimerasa (5 U/μL) (Roche, Alemania) y 20 μL del ADNc purificado. El

ciclo térmico fue el siguiente: desnaturalización inicial a 96 ºC durante un minuto, dos ciclos

con un paso de desnaturalización a 96 ºC durante un minuto e hibridación a 60 ºC durante

cuatro minutos, luego 33 ciclos a 94 ºC durante un minuto y 60 ºC durante 2,5 minutos.

Los productos de la MPCR (alicuotas de 10 μL) se separaron por electroforesis en gel de

agarosa 2 % y se tiñeron con bromuro de etidio. El gel se fotografió con una cámara digital
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bajo transiluminación UV y las bandas se cuantificaron en imágenes TIF en un programa de

análisis densitométrico (ImageMaster Total Lab, Amersham Pharmacia Biotech, RU), con

respecto a la cantidad de ADNc en la banda correspondiente al gen control GAPDH en el

mismo gel.

2.3.5.4. Ensayo inmunoenzimático para la cuantificación de TNFα

Para comprobar que la inhibición del ARNm se corresponde con la inhibición de la expresión

proteica del TNFα, se determinó la concentración de esta citocina en el sobrenadante de

cultivo celular. Alícuotas de 100 μL de la suspensión celular de macrófagos (106 células/mL)

se incubaron en placas de cultivo de 96 pozos a 37 ºC bajo 5 % CO2 durante seis horas con

LPS 100 ng/mL e IFNγ 10 U/mL en DMEM, con las diferentes concentraciones del extracto

de M. indica o dexametasona (4, 40 o 400 μg/mL) o sin productos (controles) (de cada

condición experimental se realizaron cuatro réplicas). Luego, las placas se centrifugaron a 400

xg durante cinco minutos y el TNFα se cuantificó en el sobrenadante mediante un ensayo

inmunoenzimático de tipo captura (R & D Systems, EUA). Las placas de microtitulación

(Costar, EUA) se recubrieron por incubación durante 12 horas a temperatura ambiente con 100

μL por pozo de anticuerpo captura (anti-TNFα murino obtenido en cabra) a 0,8 μg/mL en

DSTF. Posteriormente, las placas se lavaron cinco veces con disolución de lavado (0,05 %

Tween 20 en DSTF, pH 7,2-7,4), se bloquearon por adición de 300 μL por pozo de disolución

de bloqueo (ASB 1 %, sucrosa 5 % DSTF con 0,05 % de azida sódica) y se incubaron durante

dos horas a 37 ºC. Después de cinco pasos de lavados y de la adición de 100 μL de

sobrenadante de cultivo o disolución estándar de TNFα (siete diluciones seriadas 1:2 de una

disolución madre de 2000 pg/mL de TNFα recombinante de ratón en reactivo diluente DSTF
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conteniendo 1% ASB, pH 7,2-7,4), las placas se incubaron por dos horas con anticuerpo de

detección (anti-TNFα murino biotinilado obtenido en cabra, 300 ng/mL en reactivo diluente).

Las placas se lavaron nuevamente cinco veces con disolución de lavado, se adicionaron 100

μL de una dilución 1: 200 de peroxidasa de rábano picante combinada con estreptoavidina y se

incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar con disolución de

lavado, la actividad peroxidasa se detectó por adición de 100 μL de sustrato o-fenilendiamina

a concentración de 0,04 % en disolución tampón fosfato-citrato (pH 5,0) conteniendo H2O2 al

0,001 %. Después de 20 minutos de incubación a temperatura ambiente, la reacción se detuvo

por adición de 25 μL de H2SO4 3 N y la densidad óptica se determinó a 492 nm en un lector de

placas de microtitulación (Titertek Multiscan, Finlandia).

2.4. Evaluación del efecto del extracto de M. indica y la mangiferina en la respuesta

alérgica

Para estos experimentos, se utilizaron ratones Balb/c, hembras (18-20 g) y ratas Wistar

(machos, 220-250 g), procedentes del Centro Nacional de Producción de Animales de

Laboratorio, La Habana, Cuba). Los animales se colocaron en grupos de 10 en cajas de

macrolon (Panlab, España) en un local apropiado con ciclos de luz de 12 horas y temperatura

de 22-24 °C, tuvieron libre acceso al agua y a la comida y se mantuvieron en estas condiciones

una semana antes de los experimentos.

2.4.1. Modelo in vivo de inflamación alérgica

2.4.1.1. Inmunización de los animales y tratamientos

Para el desarrollo de este modelo experimental se conformaron siete grupos experimentales de

ocho ratones Balb/c. Seis grupos se inmunizaron i.p siete veces en días alternos con 10 μg de

OVA en 0,5 mL de disolución salina fisiológica. El grupo no inmunizado recibió inyecciones
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con disolución salina fisiológica. Tres semanas después de la última inmunización,

comenzaron a recibir durante siete días en una administración diaria, tratamiento p.o con el

extracto de M. indica (50, 100, 250, 500 mg/kg), mangiferina (50 mg/kg) o indometacina 5

mg/kg según correspondía a cada grupo. La administración oral se realizó siguiendo una

relación peso volumen de 10 mL/kg de peso. El grupo control recibió agua destilada. Al

término del tratamiento (cuatro semanas después de la última inmunización), se procedió a la

inducción de la respuesta alérgica inflamatoria mediante el modelo de edema plantar inducido

por OVA y a la determinación de la respuesta proliferativa de los esplenocitos a la OVA.

2.4.1.2. Edema plantar inducido por OVA

Inicialmente comprobamos que dosis únicas por vía oral del extracto y la mangiferina en el

mismo rango de dosis y en este mismo modelo no presentan efecto inhibitorio significativo

(datos no mostrados). Esto nos permitió poder realizar el edema plantar una hora después de la

última administración del extracto después de siete días de tratamiento.

Por tanto, una hora después de la última administración de los productos (séptimo día de

tratamiento), se administró en la aponeurosis plantar derecha de cada animal, 100 μL de una

disolución de OVA de 100 μg/mL, lo que significó administrar 10 μg/animal. En la

aponeurosis plantar izquierda de cada animal, se administraron 100 μL de disolución salina

fisiológica. Una hora después, los animales se sacrificaron bajo atmósfera de éter etílico, las

patas se amputaron a nivel de la rodilla y se pesaron en balanza analítica. Los resultados se

expresaron mediante el índice de edema, como la diferencia de peso entre la pata derecha y la

pata izquierda y se determinó el % de inhibición de la respuesta alérgica inflamatoria [Mi-Sun

y cols., 2003].
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2.4.1.3. Ensayo de proliferación linfocitaria en respuesta a la estimulación con OVA

Una vez sacrificados los animales, se desinfectaron con alcohol etílico al 95 % y se

introdujeron en una bandeja estéril dentro de flujo laminar para extraer los bazos y obtener los

esplenocitos bajo condiciones de esterilidad. Los esplenocitos de los animales

correspondientes a cada grupo experimental tratados con diferentes dosis del extracto o

mangiferina se obtuvieron por gradiente de centrifugación en Histopaque (Sigma, EUA) y

cada suspensión celular se ajustó a una concentración de 2 x 106 células/mL. Los esplenocitos

se sembraron en placas de 96 pozos (Corning) y se cultivaron durante 72 horas en incubadora

de 5 % de CO2 a 37 °C en presencia de OVA (10 μg/mL). La proliferación celular se

determinó por el método colorimétrico basado en la reducción del MTT a formazán [Youl y

cols., 1999]. Cuatro horas antes de terminado el período de incubación, se adicionaron 15 μL

por pocillo de una disolución de MTT 5 mg/mL y se continuó el cultivo en similares

condiciones de incubación. Al término de esta, se retiró el medio de cultivo al vacío y se

adicionaron 100 μL de DMSO para la disolución del formazán formado y posteriormente se

determinó la absorbancia en un espectofotómetro [PR521SUMA, Cuba] a 546 nm.

2.4.2. Reacción cutánea inducida por histamina en ratas

Para la evaluación del efecto sobre el incremento de permeabilidad capilar inducido en la

reacción cutánea a la histamina, se conformaron seis grupos experimentales de ocho ratas

Wistar que recibieron tratamiento v.o durante siete días en una administración diaria con el

extracto de M. indica (50, 100, 250 y 500 mg/kg), mangiferina (50 mg/kg) o prometazina (25

mg/kg) según correspondía. La administración oral se realizó siguiendo una relación peso

volumen de 10 mL/kg de peso. Transcurridas diez horas de la última administración, las ratas

se depilaron en la región dorsal donde se dibujaron seis cuadrantes de 1 x 1 cm. Seguidamente
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se administró i.v un mL de Azul de Evans (20 mg/kg) e inmediatamente después se inyectaron

i.d 100 μL de disolución salina con 50 μg de histamina (Sigma, EUA) en cuatro de los

cuadrantes. En los dos cuadrantes restantes se inyectaron 100 μL de disolución salina

fisiológica. Después de treinta minutos de la administración de la histamina se sacrificaron los

animales, se recortaron las porciones de piel y se colocaron en tubos de ensayo con dos mL de

formamida, los cuales se incubaron a 37°C durante 48 horas y se determinó la densidad óptica

del colorante extravasado en un espectrofotómetro a 620 nm (Pharmacia, LKB UltrospecPlus)

[Abe y cols., 1994]. Se determinó la cantidad de colorante extravasado producto del

incremento de permeabilidad inducido por la histamina, como la diferencia de absorbancia

entre los cuadrantes con histamina y con disolución salina en cada animal. Se calculó para

cada tratamiento el % de inhibición de la reacción cutánea inducida por histamina.

2.4.3. Ensayo para la determinación in vitro de la liberación de histamina inducida por el

compuesto 48/80 en mastocitos peritoneales de ratas

Los mastocitos peritoneales se obtuvieron de ratas Wistar. El abdomen de la rata se desinfectó

con alcohol 70 % y se administraron i.p 20 mL de disolución Tyrode (NaCl, 137 mM;

NaHCO3, 12Mm; NaH2PO4, 0,3 mM, KCl, 2,7 mM, MgCl2, 1 mM; CaCl2, 1,8 mM; dextrosa,

5,6 mM). Después de dar ligeros masajes abdominales, se extrajeron aproximadamente 20 mL

de fluido peritoneal que se transfirieron a un tubo de propileno en hielo. El lavado peritoneal

se centrifugó a 250 xg por cinco minutos, se descartó el sobrenadante y el precipitado celular

se resuspendió en un mL de disolución Tyrode fría. Los mastocitos se separaron de los demás

tipos celulares según el método descrito por Yurt y cols., 1977. Para ello, a la suspensión

celular se le adicionó un mL de metrizamina 22,5 % (densidad 1,120 g/mL) y se centrifugó a

temperatura ambiente a 400 xg durante 15 minutos. Las células de la interfase se aspiraron y
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descartaron y el precipitado celular se lavó varias veces y se resuspendió en un mL de

disolución Tyrode. Más del 95% de las células así obtenidas eran mastocitos, determinado por

tinción con azul de toluidina. Más del 96 % de las células fueron viables, determinado por

tinción con tripán azul. Se realizó un ensayo de citotoxicidad celular por MTT para demostrar

que las concentraciones del extracto y mangiferina utilizadas no resultaran citotóxicas para los

mastocitos.

Alícuotas de un mL de la suspensión celular (por triplicado) se incubaron a 37 °C durante 10

minutos con tres concentraciones diferentes del extracto de M. indica y mangiferina (50, 100 o

250 μg/mL) o cromoglicato sódico (100 μg/mL) y seguidamente las células se incubaron

durante cinco minutos con el compuesto 48/80 (1 μg/mL), un inductor de la desgranulación

mastocitaria. Al término de la incubación, los tubos se colocaron en hielo para detener la

reacción. Cada muestra se centrifugó a 250 xg durante cinco minutos, se colectó el

sobrenadante para la determinación de la histamina liberada y el precipitado celular se

resuspendió en un mL de disolución Tyrode y se calentó a 100 °C durante 10 minutos para la

liberación de la histamina residual [Remírez y cols., 2002].

La histamina liberada y la residual se determinaron fluorimétricamente a 440 nm (excitación a

360 nm) en un espectrofluorímetro (Shimadzu, Japón, RF-5000). Para ello, se adicionaron en

el momento de la lectura, 400 μL de NaOH 1N y 100 μL de ortoptalaldehído (10 mg/mL), se

esperaron cuatro minutos, se adicionaron 200 μL de HCl 3N y se procedió a la determinación

fluorimétrica [Yi y cols., 2001]. Se construyó una curva de calibración con concentraciones

de histamina entre 0,1 y 100 μM. Los resultados se expresan como concentración de

histamina liberada en cada condición experimental.
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2.4.4. Ensayo para determinar IgE específica

2.4.4.1. Tratamientos y obtención del antisuero de los ratones

Para esta evaluación se conformaron seis grupos experimentales de ocho ratones Balb/c, los

cuales se inmunizaron i.p con ovoalbúmina (OVA, Sigma, EUA) preparada en una disolución

inmunizante reportada por Ovary en 1986. Después de la inmunización y diariamente durante

21 días, los ratones recibieron tratamiento p.o una vez al día con el extracto de M. indica (50,

100, 250 y 500 mg/kg), mangiferina (50 mg/kg) o ketotifeno (3 mg/kg) según correspondía. El

grupo control recibió agua destilada. La administración oral se realizó siguiendo una relación

peso volumen de 10 mL/kg de peso. A los siete días se reinmunizaron los animales de forma

similar a la primera inmunización. Transcurridos 21 días de la primera inmunización, se

realizó una extracción de sangre del plexo retro-orbital de los ratones. La sangre se depositó en

tubos de ensayo, se dejó reposar durante seis horas, se centrifugó a 400 xg por 10 minutos, se

extrajo el suero y se almacenó a –70 °C para su conservación hasta su posterior utilización.

2.4.4.2. Prueba de anafilaxia pasiva cutánea para determinar IgE específica

Para estimar los niveles de IgE específica en el suero de los ratones inmunizados con OVA, se

realizaron pruebas de anafilaxia pasiva cutánea (APC) en ratas Wistar con el antisuero

obtenido en ratones inmunizados con OVA y tratados con el extracto de M. indica,

mangiferina o ketotifeno [Yamamura y cols., 1991].  En la prueba de APC se evaluaron cuatro

diluciones seriadas (1/64, 1/128, 1/256 y 1/512) de los antisueros de ratón obtenidos como se

describió en la sección 2.4.4.1. Las ratas se depilaron en la región dorsal 24 horas antes de

comenzar el experimento y se sensibilizaron por administración intradérmica (i.d) de 100 μL

de las diferentes diluciones del antisuero de ratón correspondiente en DSTF. En cada rata, se

inyectaron dos réplicas a ambos lados de la línea media del lomo de cada dilución del
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antisuero del grupo control y dos réplicas de cada dilución del antisuero de un grupo con

tratamiento. Para la evaluación del antisuero de cada grupo se utilizaron cinco ratas.

Transcurridas 48 horas de la sensibilización se provocó la reacción anafiláctica por

administración intravenosa (i.v) de un mL de una disolución de OVA al 0,1 % en colorante

azul de Evans 1 % en disolución salina fisiológica. Treinta minutos después, los animales se

sacrificaron en atmósfera de éter y se recortó la zona dorsal de la piel. Posteriormente, se cortó

en círculo la porción de la piel correspondiente a cada mancha y se colocó en un tubo de

ensayo con dos mL de formamida. Los tubos se incubaron a 37°C durante 48 horas y se

determinó la densidad óptica del colorante extravasado en un espectrofotómetro (Pharmacia,

LKB UltrospecPlus) a 620 nm [Katayama y cols., 1978]. La cantidad de colorante extravasado

se consideró una medida indirecta de la cantidad de IgE presente en el antisuero evaluado. Se

cuantificó la cantidad de colorante extravasado por extrapolación en una curva de calibración

de azul de Evans (0,05-10 μg/mL).

2.4.5. Respuesta de anafilaxia pasiva cutánea mediada por IgE en ratas

Para evaluar el efecto sobre la respuesta de anafilaxia pasiva cutánea mediada por IgE se

conformaron seis grupos experimentales de ocho ratas Wistar, las cuales recibieron

tratamiento con el extracto de M. indica (50, 100, 250 y 500 mg/kg), mangiferina (50 mg/kg) o

cromoglicato sódico (3 mg/kg) según correspondía. Los animales recibieron tratamiento oral

con el extracto de M. indica y mangiferina siguiendo una relación peso volumen de 10 mL/kg

de peso en una administración diaria durante 21 días. Posteriormente se provocó una reacción

anafiláctica mediante sensibilización con antisuero reagínico (suero con alto título de IgE,

obtenido en el grupo control del punto 2.4.4.1, en una dilución 1/128). Se evaluaron en cada

rata tres réplicas de la dilución 1/128 del antisuero reagínico. Transcurridas 48 horas de la
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sensibilización se provocó la reacción anafiláctica por administración i.v de un mL de una

disolución de OVA al 0,1 % en colorante azul de Evans 1 % en disolución salina fisiológica.

El grupo que le correspondía tratamiento con cromoglicato disódico, lo recibió por vía i.v

cinco minutos antes de la administración de la OVA con el colorante. Treinta minutos después

de la administración i.v de la OVA y el colorante, los animales se sacrificaron en atmósfera de

éter. Para la determinación del colorante extravasado se procedió como se describió en la

sección 2.4.4.2.

2.5. Análisis estadístico

En todos los experimentos, los resultados se expresaron como la media ± error estándar de la

media (E.E.M) de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas entre los

grupos se determinaron por el método no paramétrico Kruskal-Wallis y cuando se obtuvieron

diferencias intragrupales, se utilizó la prueba de Dunn´s a posteriori. Todos los análisis

fueron realizados mediante el paquete estadístico Statistic sobre Windows (Release 4.0,

Statsoft, Inc. 1993). Valores probabilísticos (p) inferiores a 0,05 fueron considerados

estadísticamente significativos.

Para calcular la dosis efectiva media (DE50) en los experimentos in vivo, definida como la

dosis de cada fármaco necesaria para producir el 50 % del efecto máximo, se utilizaron

análisis de regresión. De la misma manera se determinó la concentración inhibitoria media

(CI50) para los experimentos in vitro, definida como la concentración de cada fármaco

necesaria para producir el 50 % del efecto máximo.

En los casos en que se calculó el % de Inhibición, se procedió de la siguiente forma:

% Inhibición = 100 - (media valores de la muestra / media valores controles) x 100
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3. RESULTADOS.

3.1. Efectos del extracto de M. indica y mangiferina sobre la funcionalidad de los

macrófagos peritoneales

En todos los ensayos realizados in vitro se evaluaron condiciones experimentales con el

vehículo utilizado (DMSO 0,4 % en DMEM) para disolver el extracto y la mangiferina,

obteniéndose en cada caso un efecto similar al del grupo control (datos no mostrados), lo que

demuestra que el DMSO a la concentración utilizada para la disolución de los productos no

influye en los resultados que se obtuvieron en la evaluación de estos.

La evaluación de la viabilidad celular de macrófagos evidenció que concentraciones del

extracto de M. indica y mangiferina inferiores a 800 μg/mL y 900 μg/mL respectivamente no

resultaron citotóxicas para los macrófagos peritoneales de ratas, manteniéndose la viabilidad

celular por encima del 95% (datos no mostrados), por lo que se consideró posible evaluar

concentraciones inferiores a estas para los ensayos farmacológicos in vitro. El vehículo

utilizado para la disolución de los productos tampoco afectó la viabilidad celular.

3.1.1. Efecto in vivo del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la capacidad

quimiotáctica de macrófagos peritoneales de ratas

La administración i.p de tioglicolato estimuló la migración de macrófagos hacia el peritoneo

de las ratas, alcanzándose una acumulación de 21 x 106 células/mL (Figura 1A) donde más del

70% de esa población celular eran macrófagos (Figura 1B). Como resultado de la

administración i.p de una única dosis del extracto de M. indica o de mangiferina (10, 50, 100,

150 mg/kg) se evidenció una significativa reducción (p≤0,01) del número total de células que

migraron al peritoneo en respuesta al estímulo inflamatorio (Figura 1A). En ambos casos, el

efecto fue dependiente de la dosis utilizada, con coeficientes de correlación dosis vs. porciento
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de inhibición de r2=0,9901 y 0,9981, respectivamente. El efecto inhibitorio máximo para el

extracto de M. indica fue de 88% y la DE50 de 22 mg/kg. En el caso de la mangiferina, se

alcanzó un efecto inhibitorio máximo de la migración celular de 53 % y la DE50 fue de 15

mg/kg. La reducción del número de células peritoneales totales se correspondió con una

reducción del número de macrófagos, pues la proporción de estos en la población celular total

en cada caso se mantuvo constante (Figura 1B), o sea, que la reducción no fue a expensas de

otro tipo de población celular peritoneal diferente a los macrófagos.

Figura 1. Efecto de una dosis única del extracto de M. indica y la mangiferina (i.p) en el recuento
celular del exudado peritoneal de ratas cinco días después de la administración i.p de tioglicolato A)
Número total de células del exudado peritoneal. B) Porciento de macrófagos en la población celular
total. Los valores representan la media ± E.E.M de tres experimentos independientes. Letras distintas
representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,01) entre grupos.

3.1.2. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la actividad

fagocítica de macrófagos peritoneales de ratas

Las concentraciones evaluadas del extracto de M. indica, mangiferina y resveratrol redujeron

significativamente (p≤0,05) la actividad fagocítica in vitro de macrófagos peritoneales de ratas

(Figura 2). El efecto inhibitorio del extracto y mangiferina fue dependiente de la concentración
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utilizada, con coeficientes de correlación C(x) vs. porciento de inhibición de r2=0,9764 y

0,9338, respectivamente. La concentración inhibitoria media (CI50) para el extracto de M.

indica fue de 13,4 μg/mL y el efecto inhibitorio máximo fue del 53%, mientras que para la

mangiferina la CI50 fue de 3 μg/mL y el efecto inhibitorio máximo fue del 59%. La inhibición

ejercida por el extracto y la mangiferina a concentraciones de 10 μg/mL fue significativamente

mayor (p≤0,05) que el del resveratrol a 25 μg/mL, un polifenol que tiene acción inhibitoria in

vitro sobre la fagocitosis [Leiro y cols., 2002]. Es interesante destacar que la inhibición de la

mangiferina sobre la fagocitosis resultó superior a la del extracto pues alcanza un efecto

inhibitorio máximo superior que el extracto con una CI50 menor.

Figura 2. Efectos in vitro del extracto de M. indica, mangiferina y resveratrol en la fagocitosis de
células K. lactis por macrófagos peritoneales de ratas. Los valores representan la media ± E.E.M de
tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente
significativas (p≤0,05) entre grupos.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

Efecto inmunomodulador del extracto acuoso de Mangifera indica L. sobre la funcionalidad de los macrófagos (...)

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 58



3.1.3. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la producción de

óxido nítrico en macrófagos peritoneales de ratas

Los macrófagos peritoneales de ratas obtenidos como se describió en la sección 2.3., se

estimularon in vitro con LPS e IFNγ durante 48 horas para inducir la producción de óxido

nítrico. Como se muestra en la Figura 3, las concentraciones evaluadas del extracto de M.

indica o mangiferina redujeron significativamente (p≤0,05) las concentraciones de nitritos en

el sobrenadante celular, medida proporcional al efecto sobre la producción de óxido nítrico. El

resveratrol, polifenol utilizado como referencia por su conocida inhibición sobre la producción

de NO [Leiro y cols., 2002], también inhibió la producción de este mediador en estas

condiciones experimentales. El efecto inhibitorio del extracto fue dependiente de la

concentración utilizada, con coeficiente de correlación C(x) vs. porciento de inhibición de

r2=0,962, con una CI50 de 9,9 μg/mL y un efecto inhibitorio máximo de 63%. Para la

mangiferina se alcanzó un efecto inhibitorio máximo de 46% pero no se alcanza un efecto

dependiente de la concentración en el rango de concentraciones evaluadas que permita

calcular la CI50.

El L-NMMA utilizado como referencia inhibió significativamente (p≤0,01) la producción de

NO, pues es un inhibidor de la NOS-2 [Ricciardolo y cols., 2001].

3.1.4. Efecto in vitro del extracto de M. indica sobre los niveles de ARNm de NOS-2 en

macrófagos peritoneales murinos

Se evaluó el efecto de diferentes concentraciones del extracto de M. indica (4, 40 y 400

μg/mL) y la dexametasona (40 μg/mL) en los niveles del ARNm de NOS-2 en macrófagos

peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNγ utilizando la técnica de RT-PCR. El

extracto de M. indica redujo significativamente (p≤0,01) los niveles de ARNm de NOS-2
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desde la menor concentración evaluada (4 μg/mL) (Figura 4), con un efecto inhibitorio similar

de 88, 91 y 93 % para las concentraciones de 4, 40 y 400 μg/mL, respectivamente. Las

cantidades de ARNm de NOS-2 detectadas en las células tratadas con las diferentes

concentraciones del extracto fueron significativamente menores (p≤0,01) con respecto al

obtenido para la dexametasona, fármaco que inhibe la expresión de ARNm de NOS-2

[Korhonen y cols., 2002] (Figura 4).

Figura 3. Efectos in vitro del extracto de M. indica, mangiferina, resveratrol y L-NMMA sobre las
concentraciones de nitritos producidos en macrófagos peritoneales murinos estimulados durante 48
horas con LPS e IFNγ, determinado por la reacción de Griess. Los valores representan la media ±
E.E.M de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente
significativas (p≤0,05) entre grupos.

3.1.5. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la expresión de la

enzima NOS-2 en macrófagos peritoneales murinos

Para comprobar el efecto del extracto de M. indica y la mangiferina en la expresión de la

NOS-2 se determinó la cantidad de esta enzima en el sobrenadante de cultivo de los

macrófagos murinos después de seis horas de la estimulación.

El extracto de M. indica a concentraciones de 4, 40 y 400 μg/mL redujo significativamente

(p≤0,05) los niveles de expresión de la proteína NOS-2 (Figura 5). De igual forma, la
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mangiferina a la concentración de 40 μg/mL inhibió la cantidad de proteína expresada en las

células (Figura 5). Los resultados se corresponden con la inhibición de la producción de NO

demostrada para el extracto y la mangiferina en la sección 3.1.3.

Figura 4. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en los niveles del ARNm de NOS-
2 en macrófagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNγ, determinado por RT-PCR. A)
Análisis de los productos de RT-PCR en el gel de agarosa 2 %; B) Niveles de ARNm cuantificados por
análisis densitométrico, en todos los casos expresados con respecto al valor obtenido para GADPH en
el mismo gel. Las barras muestran la media ± E.E.M de [DO banda NOS-2/DO banda GADPH], DO
densidad óptica] de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias
estadísticamente significativas (p≤0,01) entre grupos.

3.1.6. Efecto in vitro del extracto de M. indica sobre los niveles de ARNm de COX-1 y

COX-2 en macrófagos peritoneales murinos

Los efectos del extracto de M. indica (4, 40 y 400 μg/mL) en la expresión del ARNm de las

isoformas COX-1 y COX-2 se evaluaron por RT-PCR y se empleó como referencia el

fármaco dexametasona a concentración de 40 μg/mL (100 μM), un conocido inhibidor de la

biosíntesis del ARNm de las COX [Fernández-Morata y cols., 2000]. El extracto de M. indica

no redujo marcadamente los niveles de ARNm de COX-1, solo se alcanzó una reducción
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estadísticamente significativa (p≤0,05) con la mayor concentración evaluada del extracto (400

μg/mL), así como con la dexametasona (40 μg/mL) (Figura 6A, B). En contraste, tanto el

extracto como la dexametasona redujeron significativamente (p≤0,01) los niveles del ARNm

de COX-2 a todas las concentraciones evaluadas (Figura 6A, C).

Figura 5. Efectos in vitro del extracto de M. indica y mangiferina en los niveles de proteína NOS-2 en
macrófagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNγ, determinado por slot-blot. Los
resultados muestran un blot representativo (uno de tres experimentos) y la media ± E.E.M de la
cantidad de NOS-2 determinado por densitometría. Letras distintas representan diferencias
estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos.

3.1.7. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la expresión de

COX-2 en macrófagos peritoneales murinos

El extracto de M. indica a concentraciones de 4, 40 y 400 μg/mL y mangiferina a 40 μg/mL

redujeron significativamente (p≤0,05) los niveles de proteína COX-2 (Figura 7), lo que hace

corresponder en el caso del extracto la inhibición de la expresión del ARNm de la COX-2 con

la reducción de la expresión de la proteína en el sistema celular utilizado. El extracto (400

μg/mL) y la mangiferina (40 μg/mL) tienen similar efecto inhibitorio sobre la expresión de la
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enzima COX-2, lo que sugiere que la presencia de mangiferina en el extracto de M. indica está

relacionada con el efecto inhibitorio de este sobre los niveles de COX-2.

Figura 6. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en los niveles de ARNm de COX-1
y COX-2 en macrófagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNγ, determinado por RT-PCR.
A) análisis de los productos de RT-PCR en el gel de agarosa 2 %; B y C) Niveles de ARNm de COX-1
y COX-2 respectivamente, cuantificados por análisis densitométrico, en todos los casos expresados con
respecto al valor obtenido para GADPH en el mismo gel. Las barras muestran la media ± E.E.M. de
tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente
significativas (p≤0,05) entre grupos.

3.1.8. Efecto in vitro del extracto de M. indica sobre los niveles de ARNm de NFκB e IκB

en macrófagos peritoneales murinos

Los efectos del extracto de M. indica en la expresión de los genes que codifican para el

complejo NFκB/IκB se evaluaron por RT-PCR y se demostró que el extracto reduce

significativamente (p≤0,05) los niveles de ARNm de NFκB a las concentraciones de 40 y 400

μg/mL (Figuras 8A, C), al igual que la dexametasona a concentración de 40 μg/mL. A las
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concentraciones evaluadas, ni el extracto de M. indica ni la dexametasona redujeron

significativamente (p≥0,05) los niveles de ARNm de IκB (Figura. 8A, B).

Figura 7. Efectos in vitro del extracto de M. indica y mangiferina en los niveles de proteína COX-2 en
macrófagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNγ, determinados por slot-blot. Los
resultados muestran un blot representativo (uno de tres experimentos y la media ± E.E.M de la cantidad
de COX-2 determinado por densitometría. Letras distintas representan diferencias estadísticamente
significativas (p≤0,05) entre grupos.

3.1.9. Efecto del extracto de M. indica sobre los niveles del ARNm de citocinas

relacionadas con el proceso inflamatorio en macrófagos peritoneales murinos

La reacción de reverso-transcripción con reacción múltiple de la polimerasa en cadena (RT-

MPCR) es un método muy sensible y exacto para medir los niveles de expresión de múltiples

genes [Dostal y cols., 1998]. Mediante esta técnica, se evaluaron los efectos del extracto de M.

indica en la transcripción del ARNm de varias citocinas producidas por los macrófagos: IL-1β,

IL-6, GM-CSF, TGFβ y TNFα. En este ensayo se utilizó la dexametasona como fármaco de

referencia, la cual presenta un conocido efecto inhibitorio sobre la transcripción del ARNm de

estas citocinas [Levine y cols., 1993].
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Figura 8. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en los niveles de ARNm de IκB y
NFκB en macrófagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNγ, determinado por RT-PCR. A)
análisis de los productos de RT-PCR en el gel de agarosa 2 %; B y C) Niveles de ARNm de IκB y
NFκB respectivamente, cuantificados por análisis densitométrico, en todos los casos expresados con
respecto al valor obtenido para GADPH en el mismo gel. Las barras muestran la media ± E.E.M de tres
experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas
(p≤0,05) entre grupos.

El extracto de M. indica a concentraciones de 40 y 400 μg/mL redujo significativamente

(p≤0,05) los niveles de ARNm de TNFα, IL-1β y el GM-CSF, sin afectar los niveles de

ARNm de IL-6 e incrementando significativamente (p≤0,05) los de TGFβ (Figura 9B). A

concentración de 40 μg/mL, la dexametasona disminuyó significativamente los niveles de

ARNm de todas las citocinas evaluadas excepto el TGFβ (Figura 9).
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Figura 9. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en los niveles de ARNm de IL-6,
TNFα, IL-1β, TGFβ y GM-CSF en macrófagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNγ,
determinado por RT-PCR. A) Análisis de los productos de RT-MPCR corridos en un gel de agarosa 2
%; B) niveles de ARNm cuantificados por análisis densitométrico, en todos los casos expresados con
respecto al valor obtenido para GADPH en el mismo gel. Las barras muestran la media ± E.E.M. de
tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente
significativas (p≤0,05) entre grupos para una misma citocina.

3.1.10. Efecto del extracto de M. indica sobre la expresión de TNFα en macrófagos

peritoneales murinos

Se evaluó además mediante un ensayo inmunoenzimático el efecto del extracto en las

concentraciones de TNFα y se demostró que a 40 y 400 μg/mL redujo significativamente

(p≤0,05) la concentración de TNFα. El efecto del extracto fue dependiente de la

concentración, con coeficiente de correlación C(x) vs porciento de inhibición de 0,97 y una

CI50 de 85,73 μg/mL. La dexametasona también redujo significativamente (p≤0,01) la
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cantidad de esta citocina en el sobrenadante de cultivo de los macrófagos peritoneales

murinos, con efecto dependiente de la concentración, coeficiente de correlación C(x) vs

porciento de inhibición de 0,96 y una CI50 de 45,06 μg/mL (Figura 10).

Figura 10. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en las concentraciones de TNFα
en sobrenadante de cultivo de macrófagos murinos estimulados con LPS e IFNγ, determinado por
ELISA captura. Los resultados representan la media ± E.E.M. de tres experimentos independientes.
Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos.

3.2. Efectos del extracto acuoso de M. indica y la mangiferina sobre la respuesta alérgica

3.2.1. Efecto in vivo del extracto de M. indica y la mangiferina sobre el edema plantar

inducido por OVA y la proliferación linfocitaria específica al antígeno en ratones

inmunizados

El edema plantar inducido por OVA en animales previamente inmunizados con el mismo

antígeno desarrolla una reacción alérgica inflamatoria que constituye un adecuado modelo in

vivo para evaluar las propiedades antialérgicas de un producto [Kim y cols., 2003].

Los ratones sensibilizados i.p de forma repetida con OVA y tratados durante siete días por vía

oral con el extracto de M. indica e indometacina evidenciaron una significativa reducción

(p≤0,05) del edema plantar inducido por OVA comparado con el grupo control (Tabla 4). El

efecto del extracto fue dependiente de la dosis, con coeficientes de correlación Dosis vs.

porciento de inhibición de r2
=0,9703 y una DE50 de 54,5 mg/kg. La máxima inhibición
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obtenida con el extracto fue de 58 % con la dosis de 250 mg/kg (Tabla 7). El tratamiento con

mangiferina a la dosis de 50 mg/kg no redujo significativamente (p≥0,05) el edema plantar

inducido por OVA.

Por otra parte, la respuesta proliferativa específica a la estimulación in vitro con OVA de los

esplenocitos de los ratones inmunizados con este mismo antígeno fue inhibida

significativamente (p≤0,05) por el tratamiento con 100, 250 y 500 mg/kg del extracto de M.

indica y con 50 mg/kg de mangiferina (Figura 11), alcanzándose niveles similares a la de los

animales no inmunizados.

Tabla 4. Efecto del pretratamiento durante siete días v.o con el extracto de M. indica, mangiferina e indometacina
en el edema plantar inducido por OVA en ratones inmunizados.

Tratamientos Dosis
(mg/kg) ĺndice de edema (g) % inhibición de la

inflamación alérgica.

No inmunizados - 19 ± 0,7 a -
Control - 52 ± 4,8 b -

50 38,9 ± 0,7 c
26

100 32,4 ± 1,5 d
39

Extracto de M. indica

250 22,9 ± 3,8 e
58

500 23,2 ± 2 e
59

Mangiferina 50 43,8 ± 4,6 b
16

Indometacina 5 23,2 ± 3,5 e 57

Los resultados expresan el índice de edema (g) y el % de inhibición de la inflamación alérgica. Los
resultados constituyen la media ± E.E.M de tres experimentos. Letras distintas representan diferencias
estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos.
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Figura 11. Efecto del extracto de M. indica y la mangiferina en la proliferación linfocitaria en respuesta
a OVA en ratones inmunizados, determinado por el ensayo de MTT. Los resultados constituyen la
media ± E.E.M de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias
estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos. (NI: Grupo no inmunizado)

3.2.2. Efecto in vivo del extracto de M. indica y la mangiferina sobre el incremento de

permeabilidad capilar inducido por histamina en ratas

En el presente estudio se evaluó el efecto del pretratamiento durante siete días con el extracto

de M. indica y mangiferina en el incremento de permeabilidad capilar inducido por histamina

durante una reacción cutánea en ratas. Se utilizó como control positivo la prometazina, un

conocido inhibidor de los receptores histaminérgicos tipo uno.

El tratamiento con el extracto de M. indica, mangiferina y prometazina inhibieron

significativamente (p≤0,05) la reacción cutánea inducida por la histamina como resultado del

incremento de permeabilidad capilar inducido por esta biomolécula, que provoca la

extravasación del colorante azul de Evans administrado i.v (Tabla 5). El extracto evidenció un

efecto dependiente de la dosis, con un coeficiente de correlación dosis vs % de inhibición de

r2= 0,9, una DE50 de 54,3 mg/kg y un efecto inhibitorio máximo de 73% a la dosis de 250

mg/kg.
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Tabla 5. Efecto del pretratamiento durante siete días v.o con el extracto de M. indica, mangiferina y
prometazina en la reacción cutánea inducida por histamina en ratas.

Tratamientos Dosis
(mg/kg)

Azul de Evans extravasado
(μg/sitio)

% inhibición de la
reacción cutánea.

Control - 23,12 ± 1,11 a -
50 16,15 ± 1,3 b 30,1
100 10,79 ± 1,1 c 53,3
250 6,21 ± 1,4 d 73,1

Extracto de M. indica

500 6,23 ± 1,9 d 73
Mangiferina 50 8,49 ± 2,31 c,d 63,2
Prometazina. 25 0,81 ± 0,19 e 96,5

Los resultados expresan los μg de azul de Evans extravasado/sitio, medida proporcional al incremento
de la permeabilidad capilar inducido por la histamina y constituyen la media ± E.E.M de tres
experimentos. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) entre
grupos.

3.2.3. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la liberación de

histamina de mastocitos peritoneales de ratas

Las concentraciones de extracto y mangiferina utilizadas en este ensayo no afectaron la

viabilidad de los mastocitos, la cual se mantuvo por encima del 97%.

La liberación de histamina de los mastocitos se evaluó por inducción de la desgranulación

mastocitaria mediante la utilización del compuesto 48/80. Bajo las condiciones experimentales

utilizadas, la liberación espontánea de histamina fue del 3,1% y la máxima desgranulación

inducida por el compuesto 48/80 fue del 52,7%. El extracto de M. indica y la mangiferina

tuvieron efecto inhibitorio significativo (p≤0,01) en la liberación de histamina de los

mastocitos (Figura 12). En ambos casos, el efecto es dependiente de la concentración, con

coeficientes de correlación C(x) vs. porciento de inhibición de r2
=0,9774 y 0,9717 para el

extracto y la mangiferina, respectivamente. La CI50 del extracto fue de 51,8 μg/mL y 52,4

μg/mL para la mangiferina y en ambos casos se alcanzó un efecto inhibitorio máximo del 93%
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con la concentración de 250 μg/mL. El cromoglicato disódico utilizado como fármaco de

referencia también inhibió significativamente la liberación de histamina.

Figura 12. Efecto del extracto de M indica, mangiferina y cromoglicato disódico (CGDS) en la
liberación de histamina inducida por el compuesto 48/80 en mastocitos, determinado por un método
fluorescente. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,01)
entre grupos.

3.2.4 Efecto del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la producción de IgE en

ratones

Para la evaluación del efecto del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la producción de

IgE en respuesta a la inmunización con OVA, se determinaron los niveles de esta Ig mediante

la técnica de anafilaxia pasiva cutánea (APC) en ratas. La sensibilización i.d de las ratas con

diferentes diluciones de los sueros de los ratones inmunizados con OVA y tratados con las

diferentes dosis de las sustancias objeto de ensayo, con el posterior desencadenamiento de la

reacción anafiláctica por administración endovenosa de OVA en las ratas, permitió estimar los

niveles de IgE en el suero de los ratones como medida proporcional a la cantidad de Azul de

Evans extravasado. Se evaluaron cuatro diluciones seriadas de los sueros de los ratones (1/64,

1/128, 1/256 y 1/512) y se obtuvo en cada caso una disminución de la extravasación del

colorante proporcional al incremento de la dilución (Datos no mostrados, solo se muestra en la

tabla 6 el resultado para la dilución de 1/256).
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El tratamiento durante 21 días con el extracto de M. indica en dosis de 100, 250 y 500 mg/kg,

mangiferina 50 mg/kg y ketotifeno 3 mg/kg en ratones inmunizados con OVA, evidenció una

reducción significativa (p≤0,05) de los niveles de IgE anti-OVA producidos en respuesta a la

inmunización (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto del tratamiento v.o durante 21 días con extracto de M. indica, mangiferina y ketotifeno
en los niveles de IgE en el suero de ratones inmunizados con OVA, determinado por anafilaxia pasiva
cutánea.

Tratamientos Dosis
(mg/kg)

Azul de Evans extravasado
(μg/sitio)

Dilución del suero 1/256

% de inhibición de la extravasación
del colorante

Control - 6,2 ± 0,02 a -
50 6,9 ± 0,08 a -
100 3,5 ± 0,05 b 46,8
250 3,2 ± 0,18 b 51,6

Extracto de M. indica

500 3,1 ± 0,15 b 53,1
Mangiferina 50 3,6 ± 0,06 b 46,2
Ketotifeno 3 2,3 ± 0,25 b 60,8

Los resultados expresan los μg de azul de Evans extravasado/sitio, medida proporcional a los niveles
de IgE en el suero y constituyen la media ± E.E.M de tres experimentos independientes. Letras
distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos.

3.2.5. Efecto del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la respuesta de anafilaxia

pasiva cutánea mediada por IgE en ratas

El efecto del pretratamiento en ratas durante 21 días con el extracto de M. indica y la

mangiferina en el desencadenamiento de la respuesta anafiláctica cutánea mediada por IgE se

evaluó a través de la sensibilización i.d en ratas con suero reagínico rico en IgE anti-OVA y la

posterior administración de la OVA endovenosa como alérgeno desencadenante de la

anafilaxia. El tratamiento oral en ratas con las dosis de 100, 250 y 500 mg/kg del extracto de

M. indica, así como mangiferina en dosis de 50 mg/kg, inhibieron significativamente (p≤0,05)

el desencadenamiento de la reacción anafiláctica en respuesta a la OVA (Tabla 7). La
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administración endovenosa de 3 mg/kg de cromoglicato disódico cinco minutos antes de la

exposición al antígeno, también mostró una inhibición significativa de la reacción anafiláctica.

Tabla 7. Efecto del tratamiento v.o durante 21 días con el extracto de M. indica, mangiferina y
cromoglicato disódico (dosis única i.v) en la respuesta de anafilaxia pasiva cutánea mediada por IgE en
ratas

Tratamientos Dosis
(mg/kg)

Azul de Evans extravasado
(μg/sitio)

Dilución del suero 1/128

% de inhibición de la
extravasación del colorante

Control - 12,7 ± 1,5 a

50 8,2 ± 0,5 a,c 35,1
100 6,6 ± 0,6 b 47,9
250 5,9 ± 0,6 b 53,3

Extracto de M. indica

500 5,8 ± 0,5 b 54,3
Mangiferina 50 7,6 ± 0,8 b,c 35,1
Cromoglicato disódico 3 5,6 ± 1,4 b 55,4

Los resultados expresan los μg de azul de Evans extravasado/sitio, lo que es proporcional a la
magnitud de la respuesta anafiláctica desencadenada. Letras distintas representan diferencias
estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos.
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4. DISCUSION

El presente trabajo abordó la evaluación del efecto inmunomodulador del extracto de M.

indica en dos aspectos fundamentales de la respuesta inmune: las funciones de los macrófagos

y la respuesta alérgica.

Las propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias de este extracto natural y de la mangiferina

[Martínez y cols, 2000; 2001a; Garrido y cols., 2001; 2004a,b; 2005; 2006] constituyeron los

principales antecedentes para esta investigación, basado en la estrecha relación entre la

respuesta inmune, el estrés oxidativo y la inflamación [Matés y cols., 1999; 2000].

4.1. El extracto de M. indica y la mangiferina modulan importantes funciones de los

macrófagos

Los macrófagos son una población celular de vital importancia para la respuesta inmune

porque participan en importantes procesos como la fagocitosis de partículas, la presentación

de antígenos, la producción de citocinas, ERO y ERN con el objetivo de controlar determinada

agresión al organismo. La sobre-estimulación de estas células o los fallos en sus mecanismos

de regulación puede inducir un estado inflamatorio crónico que conduce al fallo tisular e

incluso a la necrosis.

En el presente trabajo se evaluaron los efectos del extracto acuoso de M. indica y la

mangiferina sobre diferentes e importantes funciones de los macrófagos de roedores como la

quimiotaxis, la fagocitosis, la producción de NO, la expresión de las enzimas NOS-2, COX-1

y COX-2, de citocinas involucradas en la respuesta inmune, del factor NFκB y su inhibidor

IκB.

La quimiotaxis y la acumulación de macrófagos y otros tipos celulares en los tejidos es uno de

los pasos iniciales en la respuesta inmune y es un proceso controlado por moléculas de
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adhesión, quimiocinas y citocinas [Khan y cols., 2003]. En este trabajo se demostró que el

extracto de M. indica y la mangiferina, en dosis i.p únicas entre 10 y 150 mg/kg, inhiben la

acumulación de macrófagos en el peritoneo de las ratas en respuesta a un estímulo

inflamatorio. El efecto inhibitorio del extracto sobre la quimiotaxis de los macrófagos es

superior al de la mangiferina, lo que evidencia que la presencia de este polifenol contribuye al

efecto del extracto, pero que otros componentes pueden tener acción sinérgica. Previamente se

publicó un efecto inhibitorio in vitro del 80% en la quimiotaxis de neutrófilos a concentración

de 200 μg/mL del extracto de M. indica [Delgado y cols., 2001]. Otros estudios evidenciaron

sus propiedades inhibitorias in vitro y las de mangiferina (50 y 100 μg/mL) sobre la expresión

de ICAM-1 en células endoteliales HUVEC estimuladas con IL-1β [Beltrán y cols., 2003].

Probablemente esta última evidencia contribuya a la reducción de la migración de los

macrófagos demostrada para el extracto. La inhibición de la quimiotaxis de neutrófilos y

macrófagos así como de la expresión de ICAM-1 conducen a una reducción de la acumulación

celular en los tejidos que puede ser beneficiosa en el tratamiento de desórdenes inflamatorios e

inmunopatológicos [Beltrán y cols., 2003].

Existen reportes científicos que acreditan efectos similares a los de M. indica obtenidos con

otros productos naturales. Varias lactonas sesquiterpénicas aisladas de Sausurea lappa C.

presentan actividad inhibitoria in vitro sobre la expresión de ICAM-1 y los autores plantean

que pueden ser útiles en el tratamiento de determinadas patologías en las que la expresión

excesiva de ICAM-1 en la superficie de las células endoteliales de los vasos sanguíneos

desempeña un papel fundamental [Yuuya y cols., 1999]. De la misma manera, una fracción de

esteroles obtenidas del extracto de Sideritis foetens C. inhibe la infiltración de neutrófilos y

macrófagos en los tejidos inflamados [Navarro y cols., 2001].
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La fagocitosis es un proceso importante en los mecanismos de defensa de los organismos

multicelulares. Uno de los principales objetivos de la fagocitosis, además de la propia

destrucción del agente patógeno, es la presentación de los péptidos antigénicos a las células T 

para activar respuestas inmunes adaptativas capaces de controlar el proceso infeccioso. En

algunos tipos de respuestas inmunes como la de hipersensibilidad retardada, este proceso de

presentación antigénica constituye un mecanismo de amplificación mediante el cual se activan

cada vez más células Th1 por el reconocimiento de los péptidos antigénicos presentados en el

contexto MHC II de los macrófagos. Las células Th1 secretan IFNγ y otras citocinas que a su

vez activan más macrófagos, lo que conduce a una acumulación y activación celular que puede

terminar con el daño tisular [Laskin y Pendido, 1995]. En el presente trabajo se demostró que

el extracto de M. indica y la mangiferina inhiben in vitro la actividad fagocítica de

macrófagos peritoneales de ratas frente a partículas de levaduras. El efecto del extracto y de la

mangiferina a 10 μg/mL fue significativamente superior al obtenido para el resveratrol a 25

μg/mL, polifenol que tiene acción inhibitoria sobre la actividad fagocítica de macrófagos

[Leiro y cols., 2002]. Por otra parte, la mangiferina tiene un efecto inhibitorio sobre la

fagocitosis superior al del extracto, con una CI50 menor y una saturación del efecto por encima

de los 10 μg/mL. Estos resultados sugieren que al efecto inhibitorio del extracto contribuye

notablemente la presencia de mangiferina, pero que otros componentes del mismo pudieran

tener un efecto antagónico que conduzca a que el efecto del extracto sea inferior al de la

mangiferina, pero no aparecen reportes en la literatura acerca de la acción de otros

componentes del extracto sobre la fagocitosis. Aunque la acción del extracto y la mangiferina

en el proceso de presentación de antígenos no se determinó, la inhibición de la fagocitosis

puede conducir a una inhibición en este proceso, pues es el primer paso para el procesamiento
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y presentación de antígenos, lo que podría sugerir que el extracto de M. indica y la

mangiferina inhiban además de la fagocitosis, la presentación de antígenos en el contexto

MHC II. La literatura refiere que algunos polifenoles como la quercetina y la rutina inhiben la

presentación de antígenos por las CPA a los linfocitos T sin afectar la expresión de MHC II ni

las moléculas coestimulatorias B7.1, B7.2 y CD40; y correlacionan este efecto inhibitorio

sobre la presentación de antígenos con el efecto antioxidante de estos polifenoles [Gong y

Chen, 2003].

El NO es un importante mediador en las respuestas inmunes pues está implicado en funciones

biológicas como el control de la presión sanguínea, la agregación plaquetaria, la defensa

frente a microorganismos infecciosos, entre otras [Martin y cols., 2000]. Cuando se produce

en exceso por activación de la enzima NOS-2, puede inducir importantes daños celulares que

se relacionan con la aparición de enfermedades como la diabetes mellitus, la artritis

reumatoide, el choque séptico, la aterosclerosis, entre otras [Takeda y cols., 2001; Kim y cols.,

2001; Reiner y Tedesschi, 2001]. En esta investigación se demostró que el extracto de M.

indica y la mangiferina (1-100 y 1-50 μg/mL, respectivamente) inhiben in vitro la producción

de NO en macrófagos estimulados con LPS e IFNγ. El efecto del extracto fue superior al de la

mangiferina, lo que sugiere que además de ella otros de los componentes del extracto pueden

contribuir a este efecto inhibitorio. El efecto del extracto fue similar al del resveratrol,

polifenol que tiene acción inhibitoria sobre la producción de NO y que reduce la cantidad de

proteína NOS-2 citosólica por un mecanismo post-transcripcional [Tsai y cols., 1999].

Para profundizar en el mecanismo de acción del extracto de M. indica que permita explicar la

inhibición de la producción de NO, se diseñó una RT-PCR para determinar los niveles de

ARNm de la NOS-2 en sobrenadante de cultivo de macrófagos peritoneales estimulados con
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LPS e IFNγ. Los resultados demuestran que el extracto de M. indica, desde la concentración

de 4 μg/mL, inhibe significativamente in vitro el proceso de transcripción de los genes que

codifican para la enzima NOS-2 y que no hay un efecto concentración dependiente en el rango

entre 4-400 μg/mL, lo que podría explicarse por la fuerte inhibición ejercida a la menor

concentración evaluada que satura el efecto e impide que este se incremente con el aumento de

la concentración. Por otra parte, cuando se compara el efecto inhibitorio del extracto con el de

dexametasona, fármaco utilizado como referencia, se observa que a igual concentración de 40

μg/mL, la inhibición ejercida por el extracto sobre los niveles de ARNm de la enzima NOS-2

es superior al de la dexametasona.

En el año 2003, Leiro y cols. publicaron que la mangiferina, en el rango de concentración

entre 1-100 μg/mL, reduce los niveles del ARNm de NOS-2 y que el efecto a la concentración

de 100 μg/mL es similar al obtenido con la misma concentración de dexametasona. Esto

permite suponer que la inhibición en el proceso de transcripción de los genes de la NOS-2

demostrada para el extracto de M. indica, es al menos en parte, atribuible a la presencia de

mangiferina. En tal sentido, se logró demostrar que tanto la mangiferina como el extracto

inhiben in vitro las cantidades de proteína NOS-2 presentes en el sobrenadante de cultivo

celular. En el caso de la inhibición de la expresión de la NOS-2, a diferencia de la inhibición

sobre ARNm, el efecto del extracto sí es dependiente de la concentración, lo que sugiere que

podrían existir otros eventos modulatorios aún desconocidos en el complejo fenómeno entre la

transcripción de ARNm y la biosíntesis de la proteína. Sin embargo, todas estas evidencias

permite afirmar que el extracto de M. indica y la mangiferina reducen la producción de NO

porque inhiben el proceso de transcripción genética y la expresión de la enzima NOS-2 en los

macrófagos activados; y que la presencia de mangiferina en el extracto está involucrada en
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este efecto, aunque otros componentes como la epicatequina que tiene acción inhibitoria sobre

la NOS-2 también puedan contribuir [Ahmed y cols., 2002]. Estos resultados complementan la

información existente sobre los efectos anti-inflamatorios y antioxidantes del extracto de M.

indica y concuerdan con la inhibición demostrada para el extracto (100-500 µg/mL) sobre la

expresión de la NOS-2 en células endoteliales [Beltrán y cols., 2004].

La literatura reconoce varios extractos naturales y componentes de origen natural que son

capaces de interferir de diversas formas con la vía metabólica del NO. El extracto metanólico

de Cyperus rotundus (5-100 µg/mL) inhibe producción de NO y la expresión de la NOS-2

[Seo y cols., 2001], efecto similar al del extracto de M. indica y en el mismo rango de

concentraciones. La lactona sesquiterpénica ergolide inhibe la expresión de la NOS-2 a

concentraciones de 10 µM [Whan y cols., 2001].  Estos compuestos de origen natural, al igual

que el extracto de M. indica, pudieran ser útiles en el tratamiento de las enfermedades en las

cuales se ha demostrado que el incremento de los niveles de NO está relacionado con su

fisiopatología, como la diabetes, la artritis reumatoide, el choque séptico, la aterosclerosis,

entre otras [Takeda y cols., 2001; Kim y cols., 2001; Reiner y Tedesschi, 2001].

Como parte de la caracterización de las acciones del extracto de M. indica sobre las funciones

de los macrófagos, se estudiaron además los efectos en la expresión de las enzimas COX-2 y

COX-1, responsables de la biosíntesis de PG. El extracto de M. indica mostró una inhibición

más selectiva sobre la isoforma COX-2, pues inhibe los niveles de ARNm de COX-2 a

concentraciones entre 4 y 400 μg/mL mientras que el ARNm de COX-1 se inhibió solo a la

concentración de 400 μg/mL del extracto. Estos resultados concuerdan con los de un estudio

realizado en ratas normotensas (SKY) e hipertensas (SHR), en el que se demostró la

selectividad in vitro del extracto de M. indica sobre la COX-2, pues a 500 μg/mL no inhibió
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la expresión de la enzima COX-1 en células endoteliales de ambas líneas de ratas, mientras a

que concentraciones entre 100 y 500 μg/mL sí inhibió la expresión de la COX-2 [Beltrán y

cols., 2004].

Para comprobar que la inhibición de la transcripción del ARNm de la COX-2 se corresponde

con una reducción en las concentraciones de la enzima y que además, la presencia de

mangiferina en el extracto está involucrada en sus efectos, se demostró que tanto el extracto

como la mangiferina redujeron significativamente los niveles de expresión de la proteína

COX-2. Todos estos resultados explican por qué el extracto y la mangiferina reducen in vitro

la producción de PGE2 en macrófagos activados [Garrido y cols., 2004b], pues inhiben la

expresión de la enzima que participa en la biosíntesis de este importante mediador

proinflamatorio.

Varios polifenoles incluida la epicatequina presente en el extracto, son capaces de inhibir la

expresión de COX-2 y la producción de PGE2 en diversos tipos de células [Shimizu y cols.,

2005; Hong y cols., 2001]. Otros de los componentes presentes en el extracto como los ácidos

linoleico, mirístico, palmítico, esteárico y gálico presentan actividades inhibidoras sobre la

COX-1 y la COX-2 [Calixto y cols., 2003; Madlener y cols., 2006]. Esto sugiere que, además

de la mangiferina, otros componentes pueden contribuir al efecto inhibitorio del extracto sobre

la expresión de la COX-2.

No abundan en la literatura reportes acerca de la selectividad de productos naturales en cuanto

a la inhibición de la COX, aunque sí existen varios con capacidad inhibitoria sobre la actividad

o la expresión de la COX-2. Por ejemplo, ergolide es una lactona sesquiterpénica que a 10 µM

inhibe la expresión de la COX-2 [Whan y cols., 2001], mientras que el ácido linoleico presente

en el extracto de Angelica pubescens inhibe la actividad de la COX-1 con una CI50 de 13,3
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µM [Liu y cols., 1998]. Existe una investigación con coumarinas presentes en Cachrys trifida

que sí estudia la selectividad sobre las COX y refiere que imperatorin a 100 µM tuvo similar

inhibición sobre ambas isoformas de COX, mientras que isoimperatorin a esa misma

concentración resultó más selectivo sobre la COX-2 [Abad y cols., 2001].

La relativa selectividad in vitro del extracto de M. indica sobre la isoforma COX-2 con

respecto a la COX-1, de ser comprobada in vivo, podría favorecer su utilización en el

tratamiento de la inflamación y contribuir a la reducción de los daños gastrointestinales

asociados a la inhibición de la COX-1, pero debe prestarse especial atención en el caso de

pacientes con riesgo cardiovascular. Los fármacos inhibidores selectivos de la COX-2

revolucionaron hace más de una década el tratamiento anti-inflamatorio y la hipótesis de su

seguridad se basó en la premisa de que la isoforma COX-1 predomina en el estómago y

produce PG protectoras de la mucosa gástrica, mientras que la COX-2 se induce durante los

procesos inflamatorios [Mukherjee y Topol, 2003]. Sin embargo, los inhibidores selectivos de

la COX-2 disminuyen la producción de prostaciclina vascular (PGI2), la cual es un

vasodilatador biológico y un inhibidor de la agregación plaquetaria. De esta forma estos

fármacos, aunque no tienen efectos directos sobre el tromboxano A2 (TXA2), afectan el

balance homeostático PGI2/TXA2 a favor de este último y favorecen eventos trombóticos

cardiovasculares [Belton y cols., 2000]. Esto ha limitado la utilización de los inhibidores

selectivos de la COX-2 en pacientes con riesgo cardiovascular [Mukherjee y Topol, 2003].

Numerosos reportes enfocan la interacción entre las vías del NO y las PG en los procesos

inflamatorios. Se ha demostrado que el NO es necesario para el mantenimiento prolongado de

la expresión de los genes de la COX-2 [Perkins y cols., 1999], así como para su actividad

enzimática, por tanto, la inhibición que ejerce el extracto en la producción de NO, como
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consecuencia de la inhibición de la transcripción de los genes de la NOS-2, puede contribuir

además a la reducción de la expresión de la COX-2.

Las citocinas son mediadores proteicos involucrados en la mayoría de los procesos biológicos

incluido el crecimiento, la activación y diferenciación celular, la inflamación y la inmunidad

[Kulmatycki y Jamali, 2001]. Cualquier intento por caracterizar las propiedades

inmunomoduladoras de un producto natural tiene necesariamente que estudiar sus efectos

sobre la producción de citocinas. En esta investigación se determinaron los efectos in vitro del

extracto de M. indica sobre la transcripción de los genes que codifican para la IL-1β, IL-6,

TNFα, TGFβ y GM-CSF, pues son importantes citocinas producidas por los macrófagos. Los

resultados indicaron que el extracto de M. indica (40 y 400 μg/mL) redujo significativamente

in vitro los niveles de ARNm de TNFα, IL-1β y el GM-CSF, no afectó los niveles de ARNm

de IL-6 e incrementó significativamente los de TGFβ. La dexametasona (40 μg/mL) usada

como referencia disminuyó los niveles de ARNm de todas las citocinas evaluadas excepto el

TGF-β. Igualmente se determinó que el extracto y la dexametasona disminuyeron in vitro la

cantidad de TNFα producida por los macrófagos, lo que hace corresponder la inhibición del

ARNm con la inhibición de la síntesis proteica.

La literatura refiere que la mangiferina, el principal polifenol del extracto, inhibe in vitro la

expresión de los genes que codifican para TNFα y favorece la expresión de TGFβ en el rango

de concentración entre 1-100 μM, por lo que el efecto del extracto sobre estas dos citocinas

puede ser parcialmente atribuible a la presencia de mangiferina [Leiro y cols., 2003].

Estos resultados coinciden con estudios previos en los que se demostró la capacidad del

extracto de M. indica de inhibir la producción de TNFα en líneas celulares de macrófagos
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[Garrido y cols., 2004a]. Igualmente, estos autores demostraron que el extracto de M. indica

reduce los niveles séricos de TNFα en un modelo in vivo de choque endotóxico [Garrido y

cols., 2004b], lo que corrobora toda la data experimental demostrada in vitro. En el presente

estudio se esclarece el mecanismo de acción del extracto de M. indica sobre el TNFα hasta

nivel génico.

La inhibición sobre los procesos de transcripción de los genes de TNFα, IL-1β y GM-CSF

confirman el efecto inmunomodulador del extracto de M. indica sobre las funciones de los

macrófagos y puede tener importante repercusión en sus futuras aplicaciones terapéuticas.

Estas tres citocinas son conocidas por sus clásicas funciones proinflamatorias: la IL-1β

estimula la proliferación de células T, la quimiotaxis de macrófagos, la adhesión endotelial de

los neutrófilos y monocitos circulantes y la síntesis de la COX-2 [Dinarello, 2004b]; el TNFα

promueve la inflamación y la infiltración leucocitaria por activación de NFκB, lo que conduce

a la producción de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesión, receptores, enzimas y otros

mediadores y activa la enzima fosfolipasa A2 con el consecuente incremento de los

metabolitos del ácido araquidónico [van Puidenbroek y cols., 1999]; y el GM-CSF estimula la

diferenciación irreversible de las células progenitoras de granulocitos y macrófagos, tiene

poder quimiotáctico sobre diferentes tipos celulares e induce la producción de ERO en los

macrófagos [Monroy y cols., 1990]. La excesiva producción de estas citocinas se manifiesta

en enfermedades crónicas como la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la esclerosis

múltiple, entre otras [Medzhitov, 2001; Zhao y Schwartz, 1998; Kulmatycki y Jamali, 2001].

La reducción de la expresión de estas tres citocinas reviste especial importancia para la

validación de las propiedades inmunomoduladoras del extracto de M. indica sobre las

funciones de los macrófagos y contribuye a la explicación de sus mecanismos anti-
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inflamatorios. Por otra parte, el incremento de la expresión de TGFβ confirma estas

propiedades anti-inflamatorias del extracto, pues esta citocina inhibe la proliferación de

linfocitos T, la síntesis de GM-CSF e IL-3, la expresión del receptor del G-CSF y la síntesis

de algunas citocinas pro-inflamatorias en el macrófago [Lum y cols., 1996; Huang y Huang,

2005], efectos que contribuyen a su clasificación como citocina anti-inflamatoria. Además,

desempeña un papel importante en la reparación de los cartílagos y se ha demostrado que la

pérdida de la capacidad de respuesta celular a esta citocina favorece la aparición de

osteoartritis [Blaney y cols., 2005].

Existen varios fármacos diseñados para modular la acción de citocinas y contribuir a la

mejoría terapéutica en enfermedades con desórdenes inmunopatológicos. Por ejemplo, la

forma recombinante del antagonista del receptor de IL-1, denominada anakinra, previene la

unión de la IL-1 a su receptor por un mecanismo clásico de antagonismo competitivo y se ha

estudiado en el tratamiento de la artritis reumatoide. Igualmente, la terapia anti-TNF con

fármacos como infliximab o etanercept ha sido extensamente utilizada para el tratamiento de

estas enfermedades [Dinarello, 2004a]. Numerosos extractos naturales o componentes de

origen natural tienen capacidad inhibitoria sobre la síntesis de citocinas. Varios terpenoides y

alcaloides presentes en Tripterygium wilfordii tienen actividad inhibitoria a 10 μg/mL sobre la

producción de TNFα, IL-6, IL-8, IFNγ, IL-1β, IL-2 e IL-4 en células humanas de sangre

periférica [Duan y cols., 1999; Duan y cols., 2001] y el extracto de M. indica tiene entre un

10-20 % de terpenoides. La fracción de polifenoles presentes en el té verde reducen la

producción de TNFα y la letalidad en un modelo murino de choque séptico a 500 mg/kg

[Yang y cols., 1998], mientras que efectos similares los logra el extracto de M. indica a dosis

más baja (entre 20-200 mg/kg) y la mangiferina a 20 mg/kg [Garrido y cols., 2004a]. Las
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catequinas presentes en el té verde y que algunas también están presentes en el extracto de M.

indica, son capaces de disminuir la producción de IL-1β e incrementar los niveles de IL-10

[Crouvezier y cols., 2001].

Existe un riesgo en la estrategia terapéutica que implica bloquear la síntesis de citocinas y es el

decrecimiento de las defensas del huésped contra infecciones rutinarias y oportunistas

[Dinarello 2004a], lo que debe ser considerado por los terapeutas en los esquemas de

tratamiento a seguir en el caso de estas enfermedades donde es importante reducir la expresión

de las citocinas proinflamatorias. No obstante, numerosas evidencias han demostrado que las

citocinas y sus receptores están involucrados en la fisiopatología de varias enfermedades

inflamatorias como la sepsis, el asma bronquial, la artritis reumatoide, la osteoartritis y la

aterosclerosis, por lo que constituyen importantes dianas para el desarrollo de fármacos anti-

inflamatorios de relevancia clínica [Calixto y cols., 2003]. Por tanto, a pesar del riesgo de

susceptibilidad a determinadas infecciones, el bloqueo de diferentes citocinas como la IL-1β,

IL-6, TNFα, GM-CSF y otras, ha demostrado una importante mejoría en pacientes aquejados

de enfermedades inmunopatológicas como la artritis reumatoide y osteoartritis [Dinarello,

2004a] y en tal sentido, el bloqueo de la producción de estas citocinas por el extracto de M.

indica pudiera ser útil en el tratamiento de estas enfermedades.

La expresión de citocinas, enzimas, receptores y otras proteínas está controlada por la

activación de importantes factores de transcripción nuclear. El NFκB es uno de estos factores,

el cual se encuentra localizado inactivo en el citoplasma celular por unión al complejo IκB.

Este complejo, por la estimulación de diferentes receptores celulares como TLR, TNF-R, IL-

1R así como por acción de las ERO, puede activarse y traslocarse al núcleo para inducir la

transcripción de genes que codifican para moléculas de adhesión, proteínas de fase aguda,
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citocinas, receptores, quimiocinas, enzimas, factores de crecimiento así como algunos de sus

propios componentes [Li y Verma, 2000; Leiro y cols., 2004]. Para la activación de NFκB es

necesaria la fosforilación de IkB por acción de las IKK y la posterior ubiquitinación y

degradación de IκB en el proteosoma. De esta forma queda libre NFκB para traslocarse al

núcleo y unirse a los sitios conocidos como kB en la secuencia del promotor de genes

inducibles para favorecer la transcripción y la expresión de importantes moléculas proteicas

que participan en la respuesta inmune e inflamatoria [Baldwin, 1996].

Los efectos in vitro del extracto de M. indica en la activación del NFkB se estudiaron

previamente mediante un ensayo de movilidad electroforética que demostró que a

concentración de 25 μg/mL inhibe la degradación de IκB y por tanto evita la traslocación del

NF-κB al núcleo cuando la activación es inducida por TNFα [Garrido y cols., 2005]. En los

resultados del presente trabajo se demuestra que el extracto, a concentraciones entre 40-400

μg/mL, inhibe la transcripción de los genes que codifican para el NFκB sin afectar la

transcripción de los genes del complejo IkB, lo cual se traduce en que se afecta la expresión de

las subunidades proteicas que constituyen NFkB con una reducción de su disponibilidad en el

citoplasma celular, mientras que se garantiza la expresión del inhibidor IkB.

Por otra parte, los genes que codifican para las subunidades del complejo de kinasas IKK se

expresan por activación del propio NFkB [Leiro y cols., 2004; Thompson y cols., 1995]. Por

tanto, la reducción de la expresión y activación (al menos la inducida por TNFα) de NFκB en

el citoplasma ejercida por el extracto puede implicar una reducción en la transcripción de los

genes de las kinasas IKK encargadas de degradar IκB, lo que contribuye a la permanencia del

inhibidor acoplado a NFκB y por tanto evitaría su activación.
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Toda esta data experimental, adicionadas a las anteriormente descritas [Garrido y cols., 2005],

evidencian que el extracto de M. indica interfiere in vitro en las vías de señalización

intracelular mediadas por NFκB, lo que conduce a la inhibición de la activación

transcripcional de los genes controlados por este factor transcripcional, la mayoría de los

cuales están implicados en la respuesta inmune e inflamatoria, lo que contribuye notablemente

al esclarecimiento de sus mecanismos de acción anti-inflamatoria e inmunomoduladora. Por

tanto, muchos de los resultados antes descritos para el extracto de M. indica en la presente

investigación, como son la inhibición de la producción de NO, de la expresión de la NOS-2 y

la COX-2, de la transcripción de los genes de TNFα, IL-1β, y GM-CSF en macrófagos

murinos, así como otros previamente publicados como la reducción en la expresión de

ICAM-1 en células endoteliales [Beltrán y cols., 2003], pueden estar relacionados con la

inhibición que ejerce sobre la expresión y activación de NFκB como mecanismo molecular

primario responsable de la mayor parte de los efectos anti-inflamatorios e inmunomoduladores

demostrados in vitro para el extracto.

La presencia de mangiferina en el extracto puede contribuir notablemente a los efectos

inhibitorios de este sobre la activación de NFκB. Este polifenol (10 μM) reduce la expresión

del 40% de los genes que se expresan bajo activación de NFκB, específicamente inhibe la

expresión de genes de la familia Rel/NFκB/IκB lo que implica un efecto inhibitorio sobre la

transducción de señales mediadas por NFκB; genes del factor asociado al receptor de TNF

(TRAF-6) lo que indica un posible bloqueo de la activación de NFκB inducida por LPS,

TNFα o IL-1; genes de las citocinas IL-1α, IL-6, IL-12, TNFα, RANTES, G-CSF, GM-CSF,

y M-CSF; genes de receptores como TLR6, TLR7, TLR8 y TLR9 y de moléculas de adhesión
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ICAM-1, ICAM-2, ICAM-5 y L-selectina [Leiro y cols., 2004]. Por estas razones, se puede

afirmar que la inhibición obtenida con el extracto de M indica sobre la expresión y activación

in vitro de NFκB, así como de la expresión de los genes que codifican para las citocinas IL-1β,

TNFα y GM-CSF, se deben al menos en parte, a la presencia de mangiferina en el extracto,

aunque otros polifenoles como las catequinas también pueden contribuir, porque tienen

demostrado efecto inhibitorio sobre la activación de NFκB [Sen y cols., 2006]. Además,

recientemente se ha demostrado que las catequinas presentes en el té tienen sitios específicos

de unión al ADN y que la epicatequina se une a sitios de doble cadena con la secuencia AG:

CT [Kuzuhara y cols., 2006], lo que evidencia que algunos de los componentes del extracto de

M. indica tienen la capacidad de unirse al ADN y esto puede estar involucrado en la

inhibición de los procesos de transcripción antes descritos.

El amplio control que ejerce NFkB sobre la expresión de numerosos genes es diana de

muchos fármacos anti-inflamatorios e inmunomoduladores. Por ejemplo, algunos de los

efectos inhibitorios sobre citocinas y enzimas proinflamatorias ejercidos por los

glucocorticoides son consecuencia de la inhibición que ejercen sobre NFκB, mediada por un

incremento en la transcripción y expresión del inhibidor IκB, lo que favorece la permanencia

de NFκB inactivo en el citoplasma celular [Schleimer, 2004]. Igualmente, a numerosos

extractos o compuestos de origen natural se le atribuyen actividades inhibitorias sobre este

factor de transcripción nuclear. Las lactonas sesquiterpénicas de Arnica montana y Ligusticum

chuanxiong, el extracto de té verde (10-50 μg/mL), así como los extractos de Punica granatum

L. y de la Morinda officinalis interfieren por diversas vías con la activación de NFκB en
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diferentes tipos celulares [Kos y cols., 2005; Liu y cols., 2005; Lee y cols., 2005; Ahmed y

cols., 2005; Kim y cols., 2005a].

La inhibición de NF-κB puede ser útil en el tratamiento de enfermedades inflamatorias

agudas y crónicas, como el choque séptico, la artritis reumatoide, la enfermedad inflamatoria

intestinal, la enfermedad de Alzheimer, la psoriasis y otras que involucran en sus mecanismos

moleculares una importante activación de este factor transcripcional [Kaltschmidt y cols.,

1997; Miagkov y cols., 1998; Han y cols., 1998; Johansen y cols., 2005], por lo que los efectos

demostrados in vitro para el extracto de M. indica sobre la expresión y activación de NFκB, de

ser comprobados in vivo, pueden ser de utilidad para el tratamiento de estas y otras patologías

que posean mecanismos fisiopatológicos similares.

En resumen, los resultados de la caracterización de los efectos inmunomoduladores del

extracto de M. indica sobre algunas funciones de los macrófagos permiten afirmar que reduce

la funcionalidad de estas células, lo que se evidencia por su capacidad de inhibir in vivo la

quimiotaxis e in vitro la actividad fagocítica, la transcripción de los genes que codifican para

NOS-2, COX-2, TNFα, GM-CSF, IL-1β, NFκB, la producción de NO e incrementar la

producción de TGFβ. Estos resultados permiten concluir que, además del efecto antioxidante y

anti-inflamatorio demostrado previamente para el extracto, este posee actividad

inmunomoduladora sobre las funciones de los macrófagos.

Los efectos demostrados para la mangiferina en esta investigación, permiten sugerir que está

involucrada en los efectos demostrados para el extracto sobre las funciones de los macrófagos,

pues en todos los experimentos en los que se evaluó, así como en los reportes científicos de

sus acciones farmacológicas, hay una correspondencia de tipo cualitativa entre el efecto

farmacológico del extracto y la mangiferina a dosis o concentraciones equivalentes (dosis o
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concentración del extracto 10 veces superior a la de mangiferina, considerando un 10% de

mangiferina en el extracto) (Tabla 8). En casi la totalidad de los experimentos, excepto en la

actividad fagocítica, el efecto del extracto resultó superior al de la mangiferina, lo que sugiere

que otros componentes del extracto, como los demás polifenoles, los terpenoides, los ácidos

grasos o los microelementos pueden de alguna manera estar también involucrados en los

efectos observados para el extracto.

Tabla 8. Comparación de los efectos de dosis o concentraciones equivalentes del extracto de
M. indica y mangiferina (considerando un 10% de mangiferina en el extracto) sobre
importantes funciones de los macrófagos.

Efecto farmacológico

(% de inhibición)

Dosis

o C(x)

Extracto de

M. indica

Dosis

o C(x)

Mangiferina

Inhibición in vivo de la quimiotaxis 100 mgkg 88% 10 mgkg 25%

Inhibición de la fagocitosis
100

μg/mL
53,1%

10 μg/mL 59%

Inhibición de la producción de NO
100

μg/mL
63,3%

10 μg/mL 41,5%

Inhibición de la expresión de la NOS-2
400

μg/mL
65,7%

40 μg/mL 48,1%

Inhibición de la expresión de la COX-2
400

μg/mL
38 %

40 μg/mL 32,5%

4.2. El extracto de M. indica y la mangiferina inhiben importantes mediadores de la

respuesta alérgica

La alergia es un importante problema de salud en las sociedades modernas y la prevalencia de

las enfermedades alérgicas ha aumentado notablemente en las últimas décadas [Woolcock,

2000]. El incremento de la incidencia de las enfermedades alérgicas mantiene proporciones

epidemiológicas tanto en los países desarrollados como subdesarrollados: rinitis alérgica 10-
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50%, asma 5-15%, dermatitis atópica 10-20%, con una reducción de la calidad de vida de los

pacientes, baja productividad e incremento de los costos médicos. Estudios realizados en Cuba

revelan que el 36,4% de la población es alérgica, mientras en niños y adolescentes el

porcentaje aumenta al 56%, estadística que refleja la necesidad de análisis y de reflexión pues

esto constituye un problema de salud nacional [Atiénzar, 2006].

Por estas razones, se continúan las investigaciones en la caracterización fisiopatológica de las

enfermedades alérgicas y en la búsqueda de nuevos agentes terapéuticos. En tal sentido, la

presente investigación estudió el posible efecto antialérgico del extracto de M. indica y de su

principal componente la mangiferina, mediante modelos de alergia in vivo utilizando la OVA

como alergeno estándar reconocido por la literatura para estos tipos de modelos

experimentales [Kim y cols., 2005b].

En la presente investigación se evaluaron los efectos del extracto de M. indica y la

mangiferina en la alergia inflamatoria inducida por OVA en ratones inmunizados. Este modelo

se basa en la inmunización repetida con OVA i.p en ratones y la posterior inducción de un

edema plantar con el mismo alergeno, lo que desarrolla una alergia inflamatoria mediada por

mastocitos, caracterizada por activación del receptor de triptasa PAR-2, infiltración de

granulocitos e incremento de la permeabilidad vascular [Vergnolle y cols., 1999]. El

tratamiento con el extracto (50-500 mg/kg) redujo significativamente el edema plantar

inducido por OVA, lo que evidenció in vivo su capacidad inhibitoria en la respuesta alérgica

inflamatoria. Sin embargo, la dosis de 50 mg/kg de mangiferina no fue suficiente para

conseguir un efecto inhibitorio significativo. Aunque no se ha estudiado la farmacocinética

del extracto ni de la mangiferina, sí existen reportes de la baja biodisponibilidad por vía oral

de la mangiferina [Geodakyan y cols., 1992] y de los polifenoles de forma general;
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posiblemente debido a una pobre absorción y un amplio metabolismo en intestino [Sanugul y

cols., 2005] y en hígado [Baba y cols., 2000; Zhu y cols., 2000], lo que pudiera explicar

porque no se alcanzaron efectos inhibitorios significativos con esta dosis de mangiferina y

siete días de tratamiento.

En este estudio se determinaron además los efectos in vivo del extracto de M. indica y la

mangiferina sobre la proliferación de los esplenocitos en respuesta a la estimulación in vitro

con OVA en ratones sensibilizados con este alergeno. Cuando se cultivaron in vitro en

presencia de OVA los linfocitos de ratones inmunizados con este mismo antígeno, los clones

específicos que se activaron durante la inmunización in vivo, respondieron a la reexposición al

antígeno con el incremento del número de linfocitos específicos, proceso conocido como

proliferación linfocitaria. El tratamiento in vivo con el extracto (100-500 mg/kg) y la

mangiferina (50 mg/kg) redujeron la capacidad proliferativa in vitro de los linfocitos

específicos para la OVA, lo que conduce a una disminución de la cantidad de linfocitos

capaces de contribuir a la respuesta alérgica. El mecanismo por el cual el extracto y la

mangiferina ejercen este efecto antiproliferativo no está totalmente aclarado, quizás pueda

ocurrir a través de la supresión de los efectos de la IL-2 y alguna otra citocina, o el bloqueo de

su receptor. Previamente, se demostró que el extracto de M. indica a una concentración tan

baja como 10 μg/mL inhibe en un 90% la proliferación mediada por el TCR en células T

humanas estimuladas con el superantígeno SBE y reduce además la expresión de CD25 en la

superficie de las células T, molécula que constituye la cadena α del receptor de IL-2. De esta

forma el extracto interfiere con la actividad de la IL-2, la cual es el principal estímulo para la

proliferación de células T [Garrido y cols., 2005].
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Los mastocitos son células muy comprometidas en la fisiopatología de las enfermedades

alérgicas por su capacidad secretora de importantes mediadores en respuesta a su activación

dependiente o independiente de IgE. Estas células sintetizan y secretan un importante número

de citocinas que regulan tanto la síntesis de IgE como el desarrollo de la inflamación

eosinofílica y hoy se reconoce que pueden tener un papel central en la iniciación de la

respuesta alérgica porque al ser activados por mecanismos independientes de IgE,

proporcionan señales a las células B para la síntesis de IgE y para la diferenciación de los

linfocitos Th2 [Kinet, 2002]. Por todas estas razones, los mastocitos son considerados por

algunos autores como el eje central de la respuesta alérgica [Bradding, 2003].

La histamina es uno de los primeros mediadores liberados por los mastocitos activados y tiene

efectos en la musculatura lisa, las células endoteliales, las terminaciones nerviosas y la

secreción de moco. Las acciones más inmediatas de la histamina incluyen la dilatación de los

vasos sanguíneos que causa una disminución de la resistencia periférica total, incremento de la

permeabilidad vascular con la consiguiente extravasación de macromoléculas y líquido que

conducen a la formación del edema y fallo en la presión sanguínea sistémica [Packard y Khan,

2003].

Por la importancia de la histamina como mediador molecular y de los mastocitos como

mediador celular en la respuesta alérgica, se caracterizaron los efectos del extracto de M.

indica y de su principal polifenol mangiferina, en la reacción cutánea inducida por histamina

en ratas y en la liberación de este mediador por los mastocitos, como parte del estudio de sus

propiedades inmunomoduladoras en la respuesta alérgica.

El pretratamiento durante siete días con el extracto de M. indica (50-500 mg/kg) y la

mangiferina (50 mg/kg) inhibió significativamente la reacción cutánea inducida por la
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histamina en ratas. La administración intradérmica de histamina en la zona dorsal de las ratas

provocó un incremento de permeabilidad capilar que permitió la extravasación del colorante

azul de Evans y la visualización de la reacción cutánea. El extracto y la mangiferina

impidieron la extravasación del colorante y la visualización de la reacción cutánea porque

inhibieron el incremento de permeabilidad capilar inducido por la histamina. Este resultado

induce a pensar en un posible efecto inhibitorio del extracto sobre los receptores

histaminérgicos tipo 1, lo que evitaría la interacción de la histamina con sus receptores y por

tanto, el incremento de permeabilidad capilar. Los resultados obtenidos en la evaluación de la

mangiferina permiten sugerir que este componente está involucrado en los efectos del

extracto.

Por otra parte, el extracto de M. indica y mangiferina (50-250 μg/mL) inhibieron in vitro la

liberación de histamina inducida por el compuesto 48/80 en mastocitos peritoneales de ratas,

lo que evidencia que por algún mecanismo aún no esclarecido, el extracto interfiere en la

desgranulación mastocitaria. Se conoce que el compuesto 48/80 incrementa la concentración

de calcio intracelular, activa proteínas G e incrementa la permeabilidad de la membrana

lipídica, lo que estimula la liberación de mediadores almacenados en los gránulos

citoplasmáticos de los mastocitos [Kim y cols., 2002], lo que puede estimular hasta un 90% de

liberación de la histamina almacenada en estas células [Allansmith y cols., 1989]. Algunos

fármacos antialérgicos como cromoglicato disódico ejercen su acción mediante la inhibición

de la liberación de iones calcio de sus depósitos intracelulares, lo que estabiliza la membrana

celular y evita la desgranulación mastocitaria [Tasaka y cols., 1986] y quizás un mecanismo

similar pueda explicar la reducción en la liberación de histamina ejercida por el extracto de M.

indica.
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La IgE es esencial para el desarrollo de las reacciones alérgicas y algunos estudios demuestran

incluso su producción local en enfermedades alérgicas de las vías aéreas [Smurthwaite y

Durham, 2002]. Además, se conoce que pacientes con rinitis alérgica o asma atópica tienen

incrementos en la expresión del receptor FcεRI en mastocitos y basófilos y que este está

sobrerregulado por IgE o IL-4 [Yamaguchi y cols., 1997]. Varias de las terapias para la alergia

se basan en la inhibición de la producción de IgE o de su interacción con receptores

específicos. Por ejemplo, se han desarrollado anticuerpos monoclonales humanizados como

omalizumab, que bloquean la unión de la IgE a su receptor y que son efectivos en el

tratamiento de la rinitis alérgica, el asma y la anafilaxia [Busse y cols., 2001]. Todas estas

evidencias demuestran que la IgE está altamente implicada en el desencadenamiento y

mantenimiento de la respuesta alérgica. En este estudio se demostró que el tratamiento durante

21 días por vía oral con el extracto de M. indica (100-500 mg/kg) redujo significativamente la

producción de IgE en respuesta a la inmunización con OVA en ratones (el tiempo de

tratamiento de 21 días se justifica por el hecho de que en este modelo se necesitaban activar

mecanismos inmunológicos que requieren un período de tiempo superior a los siete días). La

presencia de mangiferina contribuye parcialmente a los efectos del extracto, pues a la dosis de

50 mg/kg también redujo la producción de IgE. El hecho de que en este modelo en ratones con

21 días de tratamiento se haya encontrado un efecto significativo para la mangiferina y no

haya sido así en el modelo del edema plantar (también en ratones pero con siete días de

tratamiento), sugiere que el tiempo de tratamiento puede influir en la actividad de este

polifenol.
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La inhibición de la proliferación linfocitaria específica a la OVA demostrada para el extracto y

la mangiferina en esta investigación podría explicar sus efectos inhibitorios sobre la

producción de IgE, mediante la reducción del número de células B capaces de producir esta Ig.

Se demostró además que el extracto de M. indica (100-500 mg/kg) y la mangiferina (50

mg/kg) inhiben la respuesta de anafilaxia pasiva cutánea mediada por IgE, un modelo de

reacción alérgica tipo I en ratas sensibilizadas con IgE-antiOVA. Este método se basa en la

capacidad de la IgE-antiOVA administrada durante la sensibilización, de fijarse a los

receptores Fcε de los mastocitos y en una reexposición al antígeno desencadenar la reacción

anafiláctica a través de la liberación de sus mediadores, lo que conduce a un incremento de la

permeabilidad vascular con la consecuente extravasación del colorante y la aparición de la

mancha en la piel de las ratas. Por tanto, el efecto inhibitorio del extracto y la mangiferina en

este modelo de respuesta anafiláctica, así como su capacidad de inhibir in vitro la liberación de

histamina, pudieran estar relacionados con algún mecanismo que involucre la inhibición de la

desgranulación mastocitaria.

Todos los resultados hasta aquí expuestos evidencian que el extracto de M. indica tiene

propiedades inmunomoduladoras sobre la respuesta alérgica debido a la inhibición del modelo

de alergia inflamatoria, la proliferación linfocitaria, la reacción cutánea a la histamina, la

liberación de histamina de los mastocitos, la producción de IgE y la anafilaxia cutánea.

Además, permiten apreciar que la mangiferina está comprometida en los efectos del extracto,

porque se demostró que sus efectos farmacológicos en todos los casos son de tipo inhibitorio

al igual que los del extracto (Tabla 9). No obstante, el efecto de la mangiferina siempre es

inferior al del extracto, lo que sugiere que otros de sus componentes como el ácido gálico, el

ácido linoleico y las catequinas también pudieran estar comprometidos. El ácido gálico

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

Efecto inmunomodulador del extracto acuoso de Mangifera indica L. sobre la funcionalidad de los macrófagos (...)

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 96



disminuye la liberación de histamina inducida por IgE y por el compuesto 48/80 en

mastocitos, efecto mediado por la modulación del AMPc y el calcio intracelular, efecto similar

al del CGDS [Kim y cols., 2006a]. Por su parte el ácido linoleico también tiene efecto

inhibitorio en la alergia por reducción de la liberación de histamina y la producción de

eicosanoides [Noli y cols., 2006] y las catequinas reducen la inflamación aérea en un modelo

de asma bronquial mediante la inhibición de la producción de metaloproteinasas y ERO [Kim

y cols., 2006b].

Tabla 9. Comparación de los efectos de dosis o concentraciones equivalentes del extracto de
M. indica y mangiferina (considerando un 10-20% de mangiferina en el extracto) sobre la
respuesta alérgica.

Efecto farmacológico
(% de inhibición)

Dosis
o C(x)

Extracto de
M. indica

Dosis
o C(x)

Mangiferina

Inhibición de la proliferación
linfocitaria

500 mg/kg 33,4 % 50 mg/kg 17,4 %

Inhibición de la reacción cutánea
inducida por histamina

500 mg/kg 73 % 50 mg/kg 63,2 %

Inhibición de la liberación de
histamina

250 μg/mL 93,8 % 50 μg/mL 42,3 %

Inhibición de la producción de
IgE

500 mg/kg 53 % 50 mg/kg 46 %

Inhibición de la respuesta
anafiláctica

500 mg/kg 54,3 % 50 mg/kg 35,1 %

Existen varios productos naturales que modulan de diferentes formas parámetros de la

respuesta alérgica. Por ejemplo, preparaciones obtenidas de los frutos de Rubus coreanus (10-

1000 mg/kg) inhiben el choque anafiláctico sistémico inducido por el compuesto 48/80 y a

concentraciones de 1-1000 μg/mL inhibe la liberación de histamina de los mastocitos y sus

concentraciones en plasma [Kim y cols., 2002], efecto similar al del extracto de M. indica. El
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extracto acuoso de Forsythia fructus (100 mg/kg) reduce la reacción inflamatoria alérgica

mediada por mastocitos [Kim y cols., 2003], a la misma concentración a la que el extracto de

M. indica inhibe este mismo tipo de reacción. El Pycnogenol® (20-160 μg/mL) reduce la

liberación de histamina de mastocitos peritoneales [Sharma y cols., 2003] de manera similar al

efecto del extracto de M. indica y en el mismo rango de concentraciones. Los extractos de

Amomum xanthiodes (Zingiberaceae) y Artemisia iwayomogi tienen efectos muy similares a

los de M. indica, pues inhiben la producción de IgE, la reacción anafilaxia cutánea y la

liberación de histamina de los mastocitos [Kim y Shin, 2005; Kim y cols., 2005b].

Las propiedades antialérgicas del extracto de M. indica pueden explicarse además por otras

evidencias experimentales previamente citadas, como sus efectos antioxidantes [Sánchez y

cols., 2000; Martínez y cols., 2001]. La formación y los efectos de las ERO han sido

extensamente estudiados y se ha demostrado que están involucrados en la fisiopatología de las

enfermedades alérgicas. Por ejemplo, se ha comprobado que las ERO pueden inducir la

liberación de histamina de los mastocitos por mecanismos independientes de calcio, lo que

puede estar relacionado con sus efectos en la membrana celular [Di Bello y cols., 1998]. Se ha

descrito además que las ERO incrementan la respuesta contráctil a la histamina en la

musculatura de las vías aéreas [Sadeghi-Hashjin y cols., 1996]. Igualmente, se ha comprobado

una disminución en la capacidad antioxidante total en el suero y en el fluido bronqueoalveolar

de pacientes asmáticos [Henricks y Nijkamp, 2001], así como concentraciones elevadas de

peroxinitritos, peróxido de hidrógeno y NO en el suero de pacientes con asma bronquial,

rinitis alérgica y dermatitis atópica [Bowler y Crapo, 2002]. Por tanto, si las ERO son

importantes en la fisiopatología de las enfermedades alérgicas y la mejoría en las defensa
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antioxidantes pueden ser beneficiosas para los pacientes que las padecen, el tratamiento con el

extracto de M. indica pudiera contribuir a ello.

Los eosinófilos constituyen otra de las poblaciones celulares implicadas en la fisiopatología

del asma bronquial y otras enfermedades alérgicas [Leckie y cols., 2000]. Recientes

investigaciones han estudiado los efectos del extracto de M. indica sobre la migración y

funciones de los eosinófilos. En este sentido, se diseñó un modelo murino de infestación con

Toxocara canis, el cual induce una eosinofilia sistémica dependiente de IL-5 [Parsons y cols.,

1993; Faccioso y cols., 1998] y reproduce algunas de las características del asma como el

incremento de los niveles séricos de IgE [Brunello y cols., 1983] y la inflamación de las vías

aéreas [Buijs y cols., 1995a,b]. En ese estudio se demostró que el tratamiento con 50 mg/kg

del extracto de M. indica durante 18 días en ratones Balb/c infestados con T. canis reduce la

migración de eosinófilos al fluido bronqueoalveolar y a la cavidad peritoneal, la generación de

eosinófilos en la médula ósea, la eosinofilia en sangre y la producción de IL-5 [Sá-Nunes y

cols., 2006], el cual es un importante factor para el reclutamiento y activación de eosinófilos

[Greenfeder y cols., 2001]. Estos resultados contribuyen al esclarecimiento del mecanismo de

acción antialérgica del extracto de M. indica.

Las propiedades inmunomoduladoras del extracto de M. indica en las funciones de los

macrófagos, demostradas en la primera parte de la presente investigación, también pueden

contribuir a la explicación de sus propiedades antialérgicas. La interferencia con la vía

metabólica del NO por inhibición de la expresión de la NOS-2 puede ser importante para el

tratamiento del asma, pues se ha demostrado un incremento en la exhalación de NO y en las

concentraciones de nitritos en suero de pacientes asmáticos como resultado de su producción

incrementada en células inflamatorias como los macrófagos [Kharitinov y cols., 1994;
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Nadeem y cols., 2003]. La inhibición de la expresión de IL-1β también puede tener

repercusión en la mejoría del asma bronquial, pues se ha comprobado que la producción de

esta citocina está aumentada en estos pacientes, que causa inflamación pulmonar caracterizada

por infiltrados de neutrófilos y macrófagos y que contribuye al remodelamiento de las vías

aéreas característico de esta enfermedad [Lappalainen y cols., 2005]. La modulación de la

expresión de citocinas, como la inhibición de TNFα y la estimulación de TGFβ también puede

ser de utilidad para el tratamiento de la dermatitis atópica, pues se ha demostrado que el TNFα

induce la producción de las quimiocinas MCP-1 y RANTES por los keratinocitos y que el

TGFβ ejerce acción anti-inflamatoria y participa en la reconstitución del tejido cutáneo

lesionado [Leung y cols., 2003].

La inhibición que ejerce el extracto de M. indica sobre la expresión y activación de NFκB

puede tener repercusión en el tratamiento de enfermedades alérgicas, especialmente el asma

bronquial, pues muchas de las proteínas inflamatorias que se expresan en las vías aéreas de los

asmáticos están reguladas, al menos en parte, por este factor de transcripción. Estas incluyen:

las citocinas proinflamatorias IL-1β y TNFα que amplifican la cascada inflamatoria; el GM-

CSF que prolonga la supervivencia de los eosinófilos; quimiocinas como RANTES, MCP-3 y

eotaxina que reclutan eosinófilos en las vías aéreas; la enzima NOS-2 y las moléculas de

adhesión como ICAM-1 y VCAM-1. Se ha demostrado además un incremento en la activación

de NFκB en células epiteliales y macrófagos de las vías aéreas de pacientes asmáticos [Barnes

y Adcock, 1997; 1998].

Otro hallazgo importante en el suero de los pacientes asmáticos es la deficiencia de selenio, un

cofactor esencial para la glutatión peroxidasa, una de las enzimas antioxidantes más

importantes en el pulmón [Barnes y Adcock, 1997; Dworski, 2000]. La suplementación con
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selenio en pacientes asmáticos mejora la actividad de esta enzima y la evaluación clínica de

los pacientes [Henricks y Nijkamp, 2001]. El extracto de M. indica contiene cantidades de

selenio en la dosis diaria recomendada [Núñez-Sellés y cols., 2002], por lo que la

administración de dicho extracto pudiera contribuir a una mejoría en los pacientes asmáticos.

Por tanto, todos los argumentos anteriores soportan la afirmación de que el extracto de M.

indica posee propiedades inmunomoduladoras sobre la respuesta alérgica, lo que pudiera ser

de utilidad para el tratamiento de enfermedades como el asma bronquial, la rinitis alérgica, la

dermatitis atópica, entre otras.

4.3. Consideraciones finales

Los resultados presentados constituyen importantes hallazgos que demuestran que el extracto

de M. indica tiene propiedades inmunomoduladoras sobre la funcionalidad de los macrófagos

y en la respuesta alérgica. Numerosos han sido los ejemplos citados en este trabajo de

extractos o compuestos de origen natural con acciones similares a las demostradas para el

extracto de M. indica, lo que puede sugerir adicionarlo a esa relación de productos naturales

con propiedades inmunomoduladoras.

Este trabajo profundiza en la caracterización molecular de los mecanismos de acción

implicados en la modulación de las funciones de los macrófagos y de la respuesta alérgica por

el extracto de M. indica y constituyen un aporte importante a la base farmacológica preclínica

necesaria para la realización de futuros ensayos clínicos controlados en enfermedades como la

artritis reumatoide, el asma bronquial, la rinitis alérgica y la dermatitis atópica, pues el efecto

inmunomodulador del extracto interfiere con varios de los mediadores celulares y moleculares

implicados en la fisiopatología de estas enfermedades. El posible tratamiento de los pacientes

aquejados de estas enfermedades inmunopatológicas con el extracto de M. indica, solo o como
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adyuvante en otras terapias convencionales, podría repercutir en la mejoría del cuadro clínico

de la patología y en la calidad de vida de los pacientes con bajo riesgo de aparición de

reacciones adversas.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

6. El extracto acuoso de la corteza de M. indica inhibe importantes funciones de los

macrófagos como la quimiotaxis in vivo, la fagocitosis y la producción de óxido nítrico

in vitro en macrófagos peritoneales de rata, efecto dependiente en todos los casos de la

dosis o la concentración utilizada.

7. El extracto acuoso de la corteza de M. indica (40-400 µg/mL) inhibe la expresión de las

proteínas NOS-2 y COX-2 mediante la inhibición de la transcripción de los genes que las

codifican en macrófagos peritoneales murinos. Inhibe además el proceso de trascripción

de los genes de las citocinas TNFα, IL-1β y GM-CSF y estimula el de TGFβ.

8. El extracto acuoso de la corteza de M. indica (40-400 µg/mL) reduce la disponibilidad

citoplasmática del NFκB por inhibición del proceso de transcripción de los genes que

codifican para las proteínas del complejo NFκB sin afectar el de su inhibidor IκB en

macrófagos peritoneales murinos.

9. El extracto acuoso de la corteza de M. indica (50-500 mg/kg) inhibe in vivo el edema

plantar inducido por OVA en ratones sensibilizados y a dosis de 100-250 mg/kg reduce

además la proliferación linfocitaria específica a la OVA de los esplenocitos, lo que

disminuye la cantidad de linfocitos capaces de contribuir a la respuesta alérgica.

10. El extracto acuoso de la corteza de M. indica (100-500 mg/kg) inhibe importantes

parámetros de la respuesta alérgica como la reacción cutánea a la histamina, la

producción de IgE en ratones y la respuesta anafiláctica en ratas. Igualmente,

concentraciones entre 50-250 µg/mL inhiben in vitro la liberación de histamina de

mastocitos peritoneales de rata.
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11. La evaluación de la mangiferina demostró que sus efectos farmacológicos en todos los

casos son de tipo inhibitorio al igual que los del extracto aunque generalmente en menor

magnitud, lo que sugiere que la presencia de mangiferina está involucrada en los efectos

farmacológicos del extracto, aunque varios de los demás componentes de la mezcla

también puedan estar comprometidos.

5.2. RECOMENDACIONES

1. Estudiar los efectos del extracto de M. indica en los patrones de citocinas que caracterizan

la diferenciación de las células T en Th1 o Th2.

2. Evaluar la potencialidad del extracto de M. indica. en modelos experimentales in vivo de

enfermedades inmunopatológicas como la artritis reumatoide y el asma bronquial.
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