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SINTESIS
En el presente estudio se demostré que el extracto acuoso de la corteza de M. indica posee
efecto inmunomodulador sobre importantes funciones de los macréfagos y la respuesta
alérgica y que la mangiferina esta implicada en los efectos del extracto.

El extracto de M. indica inhibi6 in vivo la quimiotaxis e in vitro la fagocitosis, la produccion

de 6xido nitrico, el proceso de transcripcion de los genes que codifican para las citocinas
TNFa, IL-1B y GM-CSF, las enzimas COX-2 y NOS-2 y el factor de transcripcion nuclear
NFkB; y estimuld la transcripcion de los genes de TGF en macrofagos peritoneales.

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

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

inducida por ovoalbimina e inhibi6 la proliferacion linfocitaria especifica al antigeno OVA en
ratones inmunizados. Ademas inhibid la reaccion cutdnea inducida por histamina en ratas, la
liberacion de histamina de mastocitos peritoneales, la produccion de IgE en ratones y la
respuesta de anafilaxia pasiva cutdnea en ratas.

La mangiferina tuvo efectos farmacoldgicos de tipo inhibitorio igual que el extracto sobre la
quimiotaxis, la fagocitosis, la expresion de la NOS-2 y la COX-2 en macrofagos peritoneales.
Igualmente inhibid la proliferacion linfocitaria, la reaccidon cutdnea a la histamina, la
liberacién de histamina, la produccion de IgE y la anafilaxia cutdnea, lo que sugiere que este
polifenol esta implicado en los efectos inmunomoduladores del extracto sobe la funcionalidad
de los macrofagos y la repuesta alérgica.

Los resultados de esta investigacion constituyen parte de la base experimental preclinica
necesaria para la realizacion de ensayos clinicos controlados en inmunopatologias como la

artritis reumatoide o el asma bronquial.
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INTRODUCCION.

Los productos naturales han sido histdricamente utilizados por el hombre para el tratamiento
de diversas patologias, 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 pais se ha fomentado y rescatado en los tltimos afios, tanto por la poblaciéon como
por las instituciones sanitarias, el uso de las plantas medicinales con el objetivo de
complementar los tratamientos convencionales de numerosas patologias. De igual forma se
han estimulado las investigaciones cientificas que caracterizan los mecanismos
farmacoldgicos por los que los productos naturales contribuyen a la mejoria de diferentes
enfermedades.

La poblacidn cubana ha utilizado durante mas de 30 afios un extracto acuoso de la corteza de
Mangifera indica L. (M. indica) para el tratamiento de diversas patologias entre las que se
incluyen diferentes tipos de neoplasias, lupus eritematoso sistémico, asma bronquial,
dermatitis atopica, artritis reumatoide y otras [Guevara y cols., 2002; Tamayo y cols., 2001].
El Centro de Quimica Farmacéutica, teniendo en consideracion la experiencia etnomédica, ha
desarrollado un nuevo producto obtenido por extraccion acuosa de la corteza de M. indica con
el objetivo de caracterizar sus propiedades farmacoldgicas para explicar su utilizaciéon en el
tratamiento de esas y otras patologias.

Ademas de la experiencia popular cubana, la literatura cientifica le atribuye a extractos
obtenidos de diferentes partes del arbol de M. indica actividades bioldgicas tales como

antipirético [Awe y cols.,, 1998], espasmolitico [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 composicion
quimica que incluye nueve compuestos polifendlicos cuyo componente mayoritario es la
glucosilxantona mangiferina. También se determind la presencia de terpenoides, azlicares
libres, 4cidos grasos, polioles y microelementos [Nufiez-Sellés y cols., 2002].

Los estudios farmacoldgicos realizados han demostrado que este extracto posee propiedades
antioxidantes y anti-inflamatorias que permiten explicar, al menos en parte, las evidencias
clinicas encontradas en el tratamiento de pacientes aquejados de las patologias antes
mencionadas, que en su mayoria estan relacionadas con desbalances oxidativos y procesos
inflamatorios [Martinez y cols, 2000; 2003; Sanchez 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
farmacoldgicas demuestran que la presencia de este polifenol en el extracto de M. indica esta
relacionada con sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias [Sanchez y cols., 2000;
Garrido y cols., 2004a].

Existe una estrecha relacion entre la inflamacion, el desbalance oxidativo y la respuesta
inmune, y el profundo conocimiento que se tiene hoy de la complejidad de estos fendmenos
permite comprender esta relacion. La produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO)

puede modular la expresion de numerosas moléculas (citocinas, anticuerpos, factores de
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transcripcion 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 farmacos
[Matés y cols., 2000]. La respuesta inflamatoria es parte y consecuencia de algunos tipos de
respuesta inmune y varias de las citocinas producidas por macréfagos, células T y mastocitos
conducen al reclutamiento celular, el incremento de permeabilidad vascular, la vasodilatacion
y otros eventos caracteristicos de la inflamacioén. Otro punto en comun entre estos fendmenos
lo constituye la actividad del propio macrdéfago, pues es una de las principales fuentes de
produccion de ERO, especies reactivas de nitrogeno (ERN), mediadores proinflamatorios y es
uno de los ejes centrales en la activacion de la respuesta inmune adaptativa induciendo
coestimulacion para la activacion 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]. Ademas, se ha
correlacionado la produccion de ERO y el fallo en los mecanismos de defensa antioxidantes
del organismo con la aparicion de enfermedades inmunopatolégicas como la artritis
reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, el cancer, la diabetes mellitus, diferentes tipos de
enfermedades alérgicas, entre otras [Matés y cols., 1999]. Por todas estas razones y teniendo
en consideracion las propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias del extracto de M. indica,
se decidi6 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 inhibicidn de la sintesis de determinados isotipos de anticuerpos, lo que
también constituye un importante antecedente para esta investigacion [Garcia y cols., 2003b].

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

Trichinella spiralis [Garcia y cols., 2003a], el cual no constituye propiamente un modelo
adecuado para evaluar actividad antialérgica, a pesar que reproduce algunas de las
caracteristicas 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 decidid caracterizar especificamente los efectos del
extracto y la mangiferina en la funcionalidad de los macréfagos 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 accion resulta novedoso desde el punto de vista cientifico, pues permitira
profundizar en la caracterizacion de una nueva propiedad farmacoldgica no descrita
anteriormente para el extracto y complementard la informacion cientifica publicada al
respecto. Por otra parte, esta investigacion podria tener una repercusion practica y social
porque constituye una importante contribucion al conocimiento preclinico necesario para la
realizacidn de ensayos clinicos controlados en patologias relacionadas con trastornos de las
funciones de los macrofagos o procesos alérgicos como la artritis reumatoide o el asma

bronquial.
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Teniendo en consideracion las investigaciones precedentes y el estado actual de la tematica, se

postuld la siguiente hipdtesis de trabajo: “El extracto acuoso de Mangifera indica L. posee

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

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

OBJETIVO GENERAL

1.

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

los macréfagos y algunos pardmetros de la respuesta alérgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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 produccién de 6xido nitrico en
macréfagos peritoneales de ratas.

Caracterizar el efecto in vitro del extracto acuoso de la corteza de M. indica sobre el
proceso de transcripcion de los genes que codifican para enzimas como NOS-2, COX-
1 y COX-2, citocinas como TNFa, IL-1B, TGFpB, IL-6 y GM-CSF vy el factor de
transcripcion nuclear NFxB en macrofagos peritoneales de ratones.

Evaluar el efecto in vivo del extracto acuoso de la corteza de M. indica sobre la
respuesta alérgica inflamatoria y la proliferacion linfocitaria especifica de antigeno.
Caracterizar el efecto in vivo del extracto acuoso de la corteza de M. indica sobre la
reaccion cutanea a la histamina, la produccion de IgE, la respuesta anafilactica e in
vitro sobre la liberacidén de histamina de los mastocitos.

Determinar si la presencia de mangiferina estd involucrada en los efectos

farmacoldgicos del extracto.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

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]. Este se distingue por dos niveles de respuesta: la
innata y la adaptativa. La innata constituye la linea de defensa inmediata frente a la entrada de
los microorganismos para su eliminacion, es poco especifica, no genera memoria Yy estd
constituida por barreras anatomicas y fisioldgicas, diversos tipos celulares como macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas, mastocitos, basofilos, eosindfilos y las células asesinas
naturales. El sistema adaptativo es evolutivamente posterior al innato, su respuesta es de gran
especificidad y con la caracteristica distintiva de generar memoria inmunologica. 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 asi como a
los mediadores moleculares por ellas producidos como anticuerpos, citocinas, ERO, ERN
histamina, moléculas de adhesion, enzimas, factores de transcripcidn, entre otros.

1.2. Principales mediadores celulares implicados en la respuesta inmune

1.2.1. Linfocitos

Los linfocitos son importantes células sanguineas del sistema inmune que se originan en la
médula dsea. Existen distintos tipos de estas células que difieren en sus funciones y productos
proteicos: linfocitos B, Ty células asesinas naturales.

Los linfocitos B son las tnicas células del organismo capaces de producir anticuerpos. La
interaccién de los antigenos con sus receptores de membrana y otras sefiales coestimulatorias

inician la secuencia de activacion, proliferacion y diferenciacion que culmina en el desarrollo
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de células plasmaticas que secretan activamente anticuerpos y de células memorias capaces de
perdurar largos periodos de tiempo para enfrentar exposiciones sucesivas al mismo antigeno
[Abbas y cols., 1996].

Los linfocitos T terminan de madurar en el timo y se subdividen ademds en poblaciones
funcionalmente distintas; las mas estudiadas son las células T cooperadoras y las T citotdxicas.
Las principales funciones de las células T cooperadoras son la produccion de citocinas y la
cooperacion celular, mientras que las células T citotoxicas 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 granulos citoplasmaticos capaces de lisar células tumorales
e infectadas por virus, conocidas como células asesinas naturales [Carayannopoulos y
Yokoyama, 2004].

1.2.2. Sistema monocito-macréfago

El sistema mononuclear fagocitico ha sido definido como un linaje de células
hematopoyéticas derivadas de progenitores en la médula 6sea. El primer tipo de células que
entra a la circulacion sanguinea es el monocito que no esta completamente diferenciado y una
vez que colonizan los tejidos y maduran se convierten en macrofagos [Hume, 2006]. Sus
principales funciones en la inmunidad innata son la fagocitosis de particulas extrafias, la
produccion de citocinas necesarias para la activacion de la respuesta inmune y la
coestimulacion a las células T para su activacion [Abbas y cols., 1996].

Los macréfagos son células denominadas inflamatorias pues participan en las diferentes etapas
de este proceso mediante la produccion de citocinas, quimiocinas, ERO y ERN, activacion de

enzimas y factores transcripcionales. Son células que representan el ejemplo mas claro de
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poblacion celular de vital importancia para la inmunidad innata que cumple funciones en la
inmunidad adquirida, pues constituyen células presentadoras de antigenos (CPA) capaces de
inducir coestimulacion a las células T como resultados del reconocimiento antigénico a través

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

control de la diferenciacion de las células T [Hume, 2006]. El desbalance en el control de las
funciones de este sistema mononuclear fagocitico se relaciona con la fisiopatologia de
diferentes enfermedades [Medzhitov, 2001].

1.2.3. Células dendriticas

Las células dendriticas son un complejo y heterogéneo grupo multifuncional de leucocitos que
se originan en la médula dsea y que constituyen en la actualidad el eje central de la respuesta
inmune porque integran la informacion de la inmunidad innata y la expresan a las células de
la inmunidad adquirida. Estas pueden activarse por medio del reconocimiento de patrones
moleculares de virus, bacterias, hongos y parasitos a través de sus TLR. Su activacion es un
proceso flexible, que puede originar dos tipos de células dendriticas que secretan patrones de
citocinas diferentes y activan respuestas inmunes adaptativas tipo Thl o Th2 [Reis-Sousa,
2004].

1.2.4. Mastocitos y baséfilos

Los mastocitos y basofilos son células originadas en la médula ¢sea a partir de progenitoras
hematopoyéticas. Los baséfilos maduran en la médula ésea y luego circulan en la sangre
periférica de donde pueden ser atraidos hacia los tejidos, mientras que los mastocitos no
circulan en la sangre y terminan su maduracion en los tejidos vascularizados. Bajo condiciones
fisiologicas, los baséfilos tienen una corta vida media, apenas varios dias, 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 desempefian un papel patologico
fundamental en los procesos inflamatorios relacionados con la alergia e incluso se plantea
ademas la contribucion de los mastocitos a la autoinmunidad [Robbie-Ryan y Brown, 2002].
Una vez inducida su desgranulacion, son capaces de liberar importantes mediadores como
histamina, serotonina, prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, ERO y ERN [Wedemeyer y
cols., 2000].

1.2.5. Eosinofilos

Los eosinofilos son leucocitos granulares originados en la médula 6sea que desempefian un
papel fundamental en la fase tardia de la inflamacion alérgica, asi como en la defensa contra
pardsitos. Sus membranas expresan receptores para inmunoglobulinas, citocinas, quimiocinas
y otros factores quimiotacticos, haciéndolas sensibles a una amplia variedad de moléculas que
las estimulan a secretar mediadores inflamatorios como proteinas cationicas, leucotrienos y
citocinas [Dombrowicz y Capron, 2001].

1.3. Principales mediadores moleculares implicados en la respuesta inmune

1.3.1. Anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas sintetizadas exclusivamente por las células B y su capacidad de
reconocimiento especifico 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 activacion del complemento por la
via clasica, opsonizacidn, induccidén de mecanismos de citotoxicidad, neutralizacion de

antigenos 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 via clasica. La IgE es termolabil, su tiempo de vida medio es de uno a
cinco dias en sangre periférica y su concentracion en el suero es la menor de los cinco isotipos
de Ig humanas. Es capaz de unirse por su porcion Fc a receptores de alta afinidad
denominados FceRI, ubicados en la superficie de los mastocitos y basdfilos, desencadenando
la desgranulacion de estas células y la liberacidn de importantes mediadores que activan la
respuesta alérgica [Saini y MacGlashan, 2002].

1.3.2. Citocinas

La comunicacion entre las células del sistema inmune es fundamentalmente dependiente de
proteinas de bajo peso molecular denominadas citocinas, las cuales regulan importantes
procesos biologicos como el crecimiento y activacion celular, la inflamacion, la inmunidad, la
reparacion de tejidos y la fibrosis. Estas proteinas son secretadas por una gran variedad de
células, incluyendo monocitos, macréfagos, granulocitos, células endoteliales, fibroblastos,
células dendriticas, keratinocitos, linfocitos B y T, mastocitos, baséfilos, lineas 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 fisiopatologicos y ante el dafio tisular. La
secrecion de citocinas por los linfocitos T y los macréfagos desempefian un papel muy
importante en la patogénesis de algunas enfermedades, por lo que la expresion y las funciones
de las citocinas constituyen importantes dianas para el tratamiento de enfermedades

inmunopatolégicas [Morel y Oriss, 1998].
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1.3.2.1. Caracterizacion molecular y funcional de algunas de las principales citocinas
relacionadas con la respuesta inmune

TNFa (del inglés tumor necrosis factor): El TNFo es una proteina de 17 kDa no glicosilada

que se sintetiza y se secreta fundamentalmente por los macréfagos en respuesta a estimulos de
diferente naturaleza, aunque otros tipos celulares como mastocitos, neutréfilos, linfocitos T,
eosindfilos, 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 sintesis de novo se estimula por accion de otras citocinas, complejos inmunes, IFNYy y
otros. Se han identificado dos tipos de receptores para TNF que se denominan TNF-RI
(CD120a) de 55 kDa y TNF-R2 (CD120b) de 75 kDa [van Puidenbroek y cols., 1999].

El TNFo promueve por si mismo la inflamacion, la infiltracion leucocitaria, la formacion de
granulomas, la fibrosis tisular e induce la produccion de otras citocinas pro-inflamatorias en
varias células. Su efecto celular mas notable es inicialmente disparar la transcripcion de los
genes controlados por la activacion del factor de transcripcion nuclear kB (NFxB, del inglés

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

liberacion de 4cido araquidonico y sus metabolitos fundamentales: prostaglandinas y
leucotrienos. Ademas, causa alteraciones del endotelio, promueve procesos trombdticos, tiene
efecto quimioatrayente sobre neutrofilos y mejora su adherencia al endotelio, estimula la
sintesis de quimiocinas como IL-8, mejora la fagocitosis en macréfagos y neutrdfilos e induce
el estallido respiratorio caracterizado por la produccién de ERO, ERN, IL-1, factores
estimulantes de colonias, IFNYy, metabolitos del acido araquidonico y activacion de enzimas

pro-inflamatorias [van Puidenbroek y cols., 1999]. En linfocitos, el TNFo estimula la

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 11



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

expresion del MHC I y II y es un potente activador de NFkB 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-10 predominante en
ratones con bajo nivel de secrecion y la IL-1p predominante en humanos con altos niveles de
secrecion tisular, pero ambas con gran similitud estructural y funcional. La IL-1B es una
proteina de 17 kDa, producida fundamentalmente por macréfagos activados y neutréfilos
[Dinarello, 2004a]. La expresion de los genes y la sintesis de IL-1 se disparan por ligandos de
los TLR tales como endotoxinas, otras citocinas como TNFo, IFN tipo I y II, antigenos,
mitdgenos y otros estimulos. 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 macrofagos.
Se ha descrito ademas una forma soluble de receptor para la IL-1. La unioén de la IL-1 a su
receptor estimula la expresion de este, activa vias de sefializacion que incrementan los niveles
intracelulares de AMPc y activa NFkB [Dinarello, 2005].

La principal actividad biologica de la IL-1 es la estimulacion de las células T cooperadoras
para que secreten IL-2 y expresen el receptor de la IL-2. Ademas, estimula la proliferacion de
las células B y la sintesis de inmunoglobulinas, induce la activacién de células asesinas
naturales, promueve la adhesion endotelial de neutrdfilos y monocitos por estimulacion de la
expresion de moléculas de adhesion y aumenta el metabolismo del 4cido araquidénico. En el
cerebro, esta citocina induce la expresion de sus receptores en la red vascular hipotaldmica
induciendo la sintesis 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 6sea

incrementa la movilizacién de progenitores de granulocitos y neutrofilos maduros. Por todas
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estas acciones bioldgicas la IL-1 es considerada una citocina pro-inflamatoria [Dinarello,
2004b].

IL-6: La IL-6 humana es una proteina de 212 aminoécidos con un 65% de homologia 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 estimulos como LPS,
virus, TNFa e IL-1. Su receptor estd compuesto por dos subunidades, una cadena o (CD126)
de 80 kDa que es la que une IL-6 y una cadena  (CD130) de 130 kDa conocida como gp130
que es responsable de la transduccion de sefiales y se expresa en células T, células B activadas
por mitdgenos, monocitos periféricos y macrofagos [Barton, 2005].

La IL-6 es una citocina pleiotrépica con un amplio rango de actividades biologicas que
desempefian un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune y la inflamacion
[Nishimoto y Kishimoto, 2004]. Sus funciones incluyen la induccién del crecimiento de
células T y la diferenciacion de células T citotdxicas, incremento de la secrecion de IL-2 y de
la expresion de su receptor, induccidn de la produccion de anticuerpos por células B,
estimulacion de la diferenciacion de macrofagos, megacariocitos y osteoclastos e induccion en
los hepatocitos de la produccidon de proteinas de fase aguda, entre otras [Naka y cols., 2002].
Tiene efectos duales en la inflamacion 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 produccion de IL-6 por células dendriticas pulmonares
favorece la diferenciacién a Th2 e inhibe la respuesta Thl [Dogde y cols., 2003].

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

proteina monomérica de 127 aminoacidos con dos sitios de glicosilacion secretada por células

T y macrofagos en respuesta a la activacion por antigenos o mitdgenos, aunque otros tipos
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celulares como células endoteliales y fibroblastos también la producen por estimulacién con
TNFa, IL-1, IL-2 e IFNYy. Su receptor estd compuesto por dos subunidades cuya agregacion le
confieren alta afinidad por su ligando [Kamijo y cols., 2002].

El GM-CSF es considerado una citocina pro-inflamatoria. Esta proteina es indispensable para
el crecimiento y desarrollo de las células progenitoras de granulocitos macrdfagos, pues
estimula a los mieloblastos y monoblastos y dispara la diferenciacion irreversible de estas
células. Ademas, el GM-CSF sinergiza con la eritropoyetina en la proliferacion de células
progenitoras eritroides y megacariociticas, es un poderoso quimiotactico de neutréfilos y
mejora la actividad microbicida, el metabolismo oxidativo, la fagocitosis de neutrofilos y
macrofagos e induce ademas la liberacidon de metabolitos del 4cido araquiddnico y produccion
de ERO en estas células [Warringa y cols., 1991; Hamilton, 2002].

TGFP (del inglés transforming growth factor): El TGFPB es una citocina con importantes
funciones inmunorreguladoras secretada por linfocitos, macrofagos y células dendriticas. Su
expresion sirve como método de control autocrino y paracrino de la activacion, proliferacion y
diferenciacion de estas células [Letterio y Roberts, 1998]. Esta proteina existe al menos en
cinco isoformas, cuyas propiedades son cualitativamente similares de forma general y son
consecuencia de su interaccion con al menos cinco receptores, donde TGFB-RI y TGEB-RII
son los mejor caracterizados [Itoh y cols., 2000].

El TGFp es el inhibidor mas 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 proliferacion de linfocitos T por regulacion negativa de las

sefiales proliferativas mediadas por la IL-2, el crecimiento de células asesinas naturales, la
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sintesis del GM-CSF y la expresion 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 adhesion

Las moléculas de adhesidon son un grupo de proteinas cuyas funciones estan relacionadas con
el trafico linfocitario y agrupa a las selectinas, los miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y las integrinas [Harlan y Winn, 2002].

Las selectinas estan 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 proteinas de superficie y estan involucradas
en los eventos iniciales de la adhesion [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 LEA-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 adhesion intercelular uno y dos (ICAM-1 e

ICAM-2, del inglés intercellular adhesion molecule) y la molécula de adhesion 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 pequefias proteinas secretadas que regulan el trafico leucocitario y se
originan en diversos tipos celulares como macrofagos, eosinofilos, neutrdfilos, células T,
células epiteliales, keratinocitos, mastocitos entre otros, en respuesta a estimulos como
citocinas y LPS [Moser y Loetscher, 2001]. Dentro de las quimiocinas se encuentran:
RANTES recluta células T y eosindfilos, la IL-8 atrae macréfagos y neutrédfilos, la eotaxina
influye en el reclutamiento de eosinofilos, la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1, del

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

proteina inflamatoria del macrofago (MIP-1, del inglés macrophage inflammatory protein)

incrementa la adhesion de las células T citotdxicas a las células endoteliales [Homey y
Zlotnik, 1999; Godessart y Kunkel, 2001].

1.3.5. Histamina

La histamina es una amina bidgena con importantes efectos en la respuesta inmune, aunque
participa en otras funciones no relacionadas con la inmunidad. Sus acciones bioldgicas estan
mediadas por su interaccién con receptores histaminérgicos tipo uno, dos, tres, y cuatro y sus
efectos en la respuesta alérgica estan relacionados con su interaccion con los receptores tipo
uno fundamentalmente [Packard y Khan, 2003]. En el sistema cardiovascular provoca
dilatacion de los vasos sanguineos por interaccidn con sus receptores tipo uno y dos, causando
disminucién de la resistencia periférica total, incremento de la permeabilidad vascular y fallo
en la presion sanguinea 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,
basofilos y células T, contribuyendo asi a la patogénesis de las enfermedades alérgicas. En
mastocitos y basofilos induce la desgranulacion y liberacion de los mediadores preformados
en los granulos citoplasmaticos, asi como la sintesis de novo mediadores que contribuyen a la
respuesta alérgica. Asimismo, mejora la secrecion de citocinas tipo Th2 e inhibe las de tipo
Thl [Packard y Khan, 2003].

1.3.6. Oxido nitrico, especies reactivas de nitrégeno y éxido nitrico sintasas

El 6xido nitrico (NO, del inglés nitric oxide) es una simple molécula biatdmica, no cargada y
con un electrén desapareado, implicado en una amplia coleccidon de funciones fisioldgicas que
incluyen la relajaciéon de la musculatura lisa, la inhibiciéon de la agregacion plaquetaria, la
neurotransmision y la respuesta inmune [Martin y cols., 2000]. Es sintetizado a partir de la L-
arginina y el oxigeno molecular por accion de la enzima 6xido nitrico 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 macrofagos 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 rapida y transientemente por sefiales de calcio mediadas por calmodulina. Las
concentraciones de NO que producen estas enzimas son menores de 1 uM. 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 pM. La expresion
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de NOS-2 se induce por estimulos como endotoxinas bacterianas y citocinas proinflamatorias
como IL-1, IFNy y TNFa. Para ello se requiere una fase entre la activacion celular y la
produccion de NO producto del tiempo necesario para la sintesis del acido ribonucleico
mensajero (ARNm) y la proteina NOS-2 [Coleman, 2001].

El NO es un segundo mensajero altamente difundible que puede ejercer sus efectos
relativamente lejos de su sitio de produccion y que es capaz de atravesar facilmente la
membrana celular. En células endoteliales, neuronas y plaquetas, el NO a bajas
concentraciones activa directamente la guanilatociclasa por interaccion con el grupo hemo de
esta enzima, que convierte el GTP en GMP ciclico, segundo mensajero intracelular, lo que le
atribuye al NO un importante papel en el control de la presion sanguinea, la neurotransmision
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 funcion del NO producido a altas concentraciones por la NOS-2 es microbicida,
pero se manifiestan efectos toxicos producidos como consecuencia de su interaccidn con O,
molecular o el radical anién superoxido (O;") y de la formacién de ERN. Bajo condiciones
aerdbicas el NO es rapidamente oxidado a ERN, formandose el didxido de nitrégeno (NO,), el
trioxido de dinitrégeno (N2Os) y el tetradxido de trinitrogeno (N,O4). E1 N,Os es el principal
producto de oxidacion en disolucién acuosa y en los sistemas biologicos. Cuando la célula
estd sometida a un alto proceso de estrés oxidativo y nitrosativo, con altas concentraciones de
NO y 0,7, estos dos radicales interactian para generar el anion peroxinitrito (ONOO-)
altamente reactivo y responsable de muchos de los efectos toxicos del NO [Coleman, 2001;

Davis y cols., 2001].
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El NO regula ademas la actividad funcional, el crecimiento y la muerte de células diversas
como macrdfagos, linfocitos T, CPA, mastocitos, neutréfilos y células asesinas naturales. En
mastocitos, el NO suprime la desgranulaciéon inducida por el antigeno, la liberacion de
mediadores y la sintesis de citocinas [Coleman, 2002]; en c€lulas T inhibe la produccion de
citocinas Thl y a la vez promueven la respuesta Th2 y la produccién de IgE en células B
[Barnes y Liew, 1995], aunque otros autores plantean que el NO inhibe tanto la produccion de
citocinas tipo Th1l como Th2 [Bauer y cols., 1997].

El papel del NO en la inflamacion no esta finalmente esclarecido, pero se evidencia una
combinacion de efectos toxicos, regulatorios, apoptdticos y antiapdptoticos en diferentes tipos
celulares y en diferentes momentos del proceso inflamatorio. Por ejemplo, mejora o inhibe la
activacion de los neutrofilos dependiendo de la concentracion [Armstrong, 2001], inhibe la
expresion de los genes de IL-1, IL-8, IL-6, IFNy y TNFa, la unién al ADN del NFkB e
interfiere en varias vias de sefializacion intracelular [Coleman, 2001].

1.3.7. Factor de transcripcion nuclear xB

La familia de factores de transcripcion NFxB, expresada en la mayoria de los tipos celulares,
estd compuesta por cinco proteinas relacionadas estructuralmente y evolutivamente
conservadas: NFkB1 o p50, NFkB2 o p52, RelA o p65, RelB y RelC [Karin y Ben-Neriah,
2000]. Estos factores de transcripcidn permanecen inactivos en el citoplasma de las células en
reposo mediante asociacidon con su inhibidor, un complejo de proteinas denominado IkB,

formado por IkBa, IkBf e IxBe, pl05 y pl00 (estos ultimos son los precursores de p50 y

p52). Para la activacion de NFxkB, las IkB son fosforiladas en dos residuos de serina

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

subsecuente degradacion en el proteosoma celular. El complejo IKK estd constituido por al
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menos dos subunidades cataliticas relacionadas, IKKo (o IKK1) e IKKB (o IKK2) y una
unidad reguladora esencial IKKYy. La degradacion de IxkB conduce a la traslocacion de los
dimeros de NFxB al nicleo, donde se unen a sitios conocidos como kB en la secuencia del
promotor de genes inducibles [Puel y cols., 2004].

El NFkB se activa rapidamente por estimulacion 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], TNFo [Aggarwal, 2003], IL-15
[Musikacharoen y cols., 2001], IL-17 [Schwandner y cols., 2000], receptores para antigenos
de las células B y T [Ruland y Mak, 2003] asi como por accion de ERO y ERN [Canty y cols.,
1998]. EI NFxB controla la expresion de una gran variedad de genes relacionados con las

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

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

TNFa, IL-1; receptores como TLR1-9, IL-1R, la cadena o del IL-2R y la cadena B del

receptor de células T; quimiocinas como MCP-3, RANTES vy eotaxina; enzimas como COX-2,
NOS-2, fosfolipasa A2 y 5-lipooxigenasa; algunos de sus propios componentes como NFxB1,
NFkB2, IxBa, RelA, Rel B, asi como proteinas de fase aguda, kinasas de sefiales de
transcripcion y otros factores de transcripcion nuclear [Liy Verma, 2002; Leiro y cols., 2004].
Por el control que ejerce este factor sobre la expresion de los genes antes mencionados, esta
involucrado en importantes procesos de la respuesta inmune como la proliferacion y
activacion linfocitaria, el reconocimiento inmune, el cambio de clase de los isotipos de Ig, la
funcion de citocinas y la expresion de sus receptores, la activacion de mecanismos efectores

del sistema inmune, la apoptosis, el reclutamiento celular, la inflamacion, entre otros. Este
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factor de transcripcion nuclear constituye una diana molecular importante para la modulacion

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

1.3.8. Otros mediadores moleculares relacionados con la respuesta inmune

Ademas 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
oxigeno
(ERO)

Las ERO son producidas por macréfagos, neutrdfilos y otras células
fagociticas, y su funcién principal en la respuesta inmune es la accion
microbicida contra agentes infecciosos. No obstante, ejercen funciones
inmunorreguladoras como la inhibiciéon de la proliferacion de linfocitos
que contribuye al estado de inmunodeficiencia que acompafia algunos
procesos infecciosos y la induccidon o supresion de la apoptosis en varias
células del sistema inmune. Estas especies interfieren en vias de
seflalizacidn intracelular pues facilitan la fosforilacion de tirosinas de Stat3
y Jak2 [Carballo y cols., 1999], activan el factor NFkB por inhibicion de la
degradacion de IkBa e impiden por tanto la actividad transcripcional de
NFxB en células T [Lahdenpohja y cols., 1998]. Estimulan la sintesis de
eicosanoides, fosfolipasas, factores de crecimiento y citocinas [Dworski,
20001].

Prostaglandinas
(PG)

Las PG inhiben la proliferacion de linfocitos T y de células asesinas
naturales y modulan selectivamente la sintesis de citocinas [Snijdewint y
cols., 1993; Betz y Fox, 1991]. Inhiben ademas la liberacion 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 conversion del acido araquidénico 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 fisiologicas bien determinadas, su activacion conduce a la
produccion de prostaciclina, que liberada por el endotelio es
antitrombogénica y cuando la secreta la mucosa gastrica tiene efecto
citoprotector, mientras que la COX-2 es inducida por variados estimulos
proinflamatorios, particularmente citocinas y factores de crecimiento en el
lugar de la inflamacién, y produce PG relacionadas con la respuesta
inflamatoria. Recientemente se ha descrito una COX-3 presente en corteza
cerebral y corazdn fundamentalmente, y sus actividades biologicas estan
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relacionadas con la induccion del dolor y la fiebre [Chandrasekharan y
Simmons, 2004; Chandrasekharan y cols., 2002].
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1.4 Mecanismos inmunologicos implicados en algunos tipos de respuesta inmune

1.4.1. Respuestas inmunes caracterizadas por activacion de macrofagos

Los macréfagos estdn implicados en la mayoria de las respuestas inmunes que se
desencadenan en el organismo por la diversidad de funciones que desempefian; sin embargo,
existen algunos tipos de respuestas inmunes en las que sus mecanismos efectores estan mas
involucrados [Hume, 2006].

La hipersensibilidad retardada (HR) es una forma de reaccién inmunitaria mediada por células
en la que la célula efectora final es el macréfago activado, representado hasta el 90% de la
poblacion 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 estimulacién de la funcién microbicida de los macréfagos por las citocinas producidas por

las células Thl, fundamentalmente el IFNy. Cuando el estimulo es demasiado persistente, la

HR se vuelve destructiva para el tejido como consecuencia del proceso inflamatorio inducido
por la activacion de los macrofagos. Este aspecto inmunopatologico se manifiesta en la
llamada reaccién granulomatosa, en la que los macrofagos con los microorganismos sin
eliminar en su interior, se adhieren unos a otros adquiriendo morfologias epitelioides y se
fusionan entre si dando lugar a la formacion de células gigantes multinucleadas, que pueden
llegar a desplazar al tejido normal formando nddulos o tubérculos que conducen a la necrosis
del tejido [Abbas y cols., 1996].

Ademas de la enfermedad granulomatosa, existen otras enfermedades que involucran este tipo
de respuesta inmune inflamatoria cronica. Uno de los casos mas representativos es la artritis
reumatoide, donde la inflamacién puede ser un efecto secundario provocado por una

hiperactivacion 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 desregulacion de la respuesta de
HR puede conducir a enfermedades cronicas que cursan con inflamaciéon y donde la
activacion de linfocitos T y de macrofagos puede ser la clave de la patogenia [Kotzin y cols.,
2000; Gerlag y cols., 2000].

Cuando los mecanismos de activacion de los macrdéfagos persisten, por permanencia del
estimulo antigénico o por desregulaciones de los mecanismos inhibitorios, se produce un
estado de sobreactivacion celular que conlleva a la excesiva produccion de mediadores
inflamatorios, lo que conduce a un proceso inflamatorio tal que puede terminar con la lesion
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 estimulacion de los mastocitos y basofilos
por la interaccion de antigenos tipo alergenos con la IgE especifica unida a los receptores de
alta afinidad FceR de la superficie celular [Kinet, 2002]. El entrecruzamiento de estos
receptores resulta en la activacion celular y el inicio de cascadas de transduccion de sefiales
que inducen la liberacion de dos grupos de mediadores bioldgicamente activos que causan la
reaccion alérgica. Los primeros son mediadores preformados y acumulados en los granulos
citoplasmaticos de estas células, como histamina, heparina, serotonina y proteasas, asi como
TNFa 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, TNFa.,

y varias quimiocinas como la IL-8, MCP-1, y MIP-1B [Wedemeyer y cols., 2000], mientras
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que los basofilos tienen un espectro mas restringido en la produccion de citocinas, limitado a
IL-4 e IL-13. Sin embargo, los basofilos 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 proteinas inhaladas. Este constituye un ejemplo de
malfuncionamiento del sistema inmune, en el cual antigenos no microbianos pueden generar
una falsa alarma inmunologica e inducir la maduracion de células dendriticas tipo dos, capaces
de favorecer la diferenciacion de las células T cooperadoras a Th2, las cuales producen
citocinas caracteristicas e inducen la sintesis de IgE e IgG1 por las células B [Eisenbarth y
cols., 2003].

La hematopoyesis es un fendmeno importante en la persistencia de la respuesta alérgica, pues
la iniciacién y el mantenimiento de la proliferacion y maduracién de mastocitos, basoéfilos,
eosinodfilos y linfocitos son procesos estimulados por diferentes citocinas producidas durante
esta respuesta [Denburg, 1999].

La accién combinada de todas estas células y sus mediadores tienen importantes efectos en la
activacion y reclutamiento de células inflamatorias, la contraccion del musculo liso, la
vasodilatacion, el incremento de la permeabilidad vascular, la broncoconstriccion, el
incremento de la secrecion de moco y otros eventos asociados con la respuesta alérgica
[Bradding, 2003].

Recientes estudios revelan que la iniciacidon y progresion de las reacciones alérgicas no solo se
debe a una excesiva activacion celular, sino a deficiencias en receptores inhibitorios tipo

FcyRIIB y gp49B1 expresados en mastocitos, basofilos, células B, entre otras. Por ejemplo, el

receptor FcyRIIB inhibe la activacion mediada por el receptor de células B y en mastocitos y
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baséfilos inhibe la activacidon mediada por FceRI [Katz, 2002]. Igualmente, la literatura
reconoce la existencia de un tipo de célula T reguladora o Th3 que secreta TGFp 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
produccion de algunos mediadores, por sobreactivacion de diferentes mecanismos efectores,
por pérdida de la tolerancia inmunologica, fallos en los mecanismos de regulacion, o por
inmunodeficiencias congénitas y adquiridas [Abbas y cols, 1996].

Las enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico,
son ejemplos clasicos de alteraciones en las capacidades discriminatorias del sistema inmune,
que conducen a la pérdida de la tolerancia y la produccion de autoanticuerpos y células T
autorreactivas [Lartigue y cols, 2005]. Las patologias mencionadas anteriormente y otras
como la esclerosis multiple, la enfermedad de Crohn, el cancer y el Alzheimer, han sido
atribuidas entre otros factores, al desbalance en las funciones de las células T cooperadoras y
al descontrol en la producciéon de citocinas por diferentes tipos celulares incluidos los
macrofagos [Sack y cols., 2000].

El desbalance en el control de las funciones de los macrofagos ha sido relacionado con la
fisiopatologia de diferentes enfermedades como la artritis reumatoide, la osteoartritis, la
enfermedad de Crohn, la esclerosis multiple y otras [Medzhitov, 2001; Zhao y Schwartz,

1998; Kulmatycki y Jamali, 2001].
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Las enfermedades alérgicas como la rinitis, la dermatitis atopica o el asma bronquial
constituyen otro importante grupo de patologias donde se manifiestan alteraciones de la

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

inmunologicas producidas en algunas de estas enfermedades.

Tabla 2. Alteraciones inmunoldgicas producidas en algunas enfermedades.

Enfermedad

Alteraciones inmunologicas mas importantes

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

Activacidn mastocitaria con liberacion de mediadores preformados y
sintetizados de novo, promocion de eosinofilia y de citocinas Th2 como IL-
4, IL-5, IL-10 y IL-13, incremento de la producciéon de IgE e IgGl
[Romagnani, 2000].

Artritis reumatoide

Incremento de las concentraciones de TNFoo como mediador
proinflamatorio fundamental, asi como IL-1, IL-6, GM-CSF y quimiocinas
como IL-8, RANTES, MIP-1 y MCP-1, produccion de autoanticuerpos
[Kulmatycki y Jamali, 2001].

Esclerosis multiple

Incremento de las concentraciones de TNFo en suero y fluido
cerebroespinal y de la expresion de ICAM-1 en endotelio cerebral y
astrocitos, elevadas concentraciones de varias moléculas de adhesion y
quimiocinas MCP-1, MCP-2, MCP-3, RANTES, y MIP-lo y B y sus
receptores [Zhao y Schwartz, 1998; Ledeen y Chakraborty, 1998].

Enfermedad de
Crohn.

Incremento en la expresion de TNFo, IFNy, IL-2, IL-12, IL-6, elevada
actividad de las células Th1 [Kulmatycki y Jamali, 2001].

1.6. Tratamientos mas utilizados en las enfermedades de origen inmunopatolégico

La inmunomodulacion 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 firmacos inmunoestimulantes, inmunosupresores y
restauradores asi como aquellos otros cuyos mecanismos de accion 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 mas novedosa de tratar algunos de los trastornos del
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sistema inmune, la modulacidn farmacologica ha sido tradicionalmente la conducta terapéutica
mas utilizada para estos fines.

El tratamiento farmacoldgico de las enfermedades que se originan por trastornos
inmunopatoldgicos incluye a los antihistaminicos, 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 antihistaminicos tipo uno son medicamentos utilizados fundamentalmente en trastornos de
origen alérgico como la rinitis, las dermatitis e incluso el asma bronquial. Estos firmacos
antagonizan de forma mas o menos selectiva la unidn de la histamina a sus receptores tipo
uno, inhibiendo asi los efectos causados por este mediador. La elucidacion del papel que
ejerce la histamina sobre el balance de citocinas Th1/Th2 provee las bases para el uso de estos
antihistaminicos en la prevencion y tratamiento del asma atdpica [Packard y Khan, 2003]. Por
ejemplo, la terfenadina inhibe in vitro la produccion de citocinas Th2 como IL-4 e IL-5
[Munakata y cols., 1999], mientras que cetirizine inhibe el reclutamiento de eosindfilos [Testa
y cols., 2001].

Los glucocorticoides (GC) son firmacos muy utiles en el tratamiento de enfermedades de
origen inmunopatoldgico tan diversas como el asma bronquial, la artritis reumatoide o el lupus
eritematoso sistémico y su mecanismo de accion se ha estudiado durante mas de 50 afios
[Schleimer, 2004]. Los GC actian en diversas etapas de la respuesta inmune y sobre varios
mediadores: inhiben la produccion de quimiocinas por células epiteliales, suprimen la
expresion de moléculas coestimulatorias como B7 en las CPA influyendo en la activacion del
infiltrado linfocitario, suprimen la liberacion de citocinas como TNFa, IL-1 e IL-12, mejoran

la expresion epitelial de los TLR, inhiben la expresion de la NOS-2, COX-2 y la actividad de

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 28



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

la fosfolipasa A2. Algunos de los efectos inhibitorios sobre citocinas y enzimas
proinflamatorias son consecuencia de la inhibicidon que ejercen sobre NFxB, mediada por un
incremento en la transcripcion y expresion del inhibidor IkB, lo que favorece la permanencia
de NFxB en el citoplasma celular [Schleimer, 2004; Heasman y cols., 2003].

Los anti-inflamatorios no esteroidales y especificamente los inhibidores selectivos de la COX-
2, se utilizan extensamente en el tratamiento anti-inflamatorio de procesos inmunopatolégicos
como diferentes tipos de artritis, con demostrada efectividad y ligera reduccion de los efectos
adversos gastrointestinales pero con incremento del riesgo de la toxicidad cardiovascular por
posibilidad de ocurrencia de eventos tromboticos. En el afio 2005, el Comité de Avisos de la
FDA emiti6 un comunicado que informaba que todos los inhibidores selectivos de COX-2
aprobados en los EUA tienen significativos riesgos cardiovasculares, orientd retirar algunos
del mercado e incluir esta informacidon en las etiquetas de los medicamentos [Abramson y
Weaver, 2005].

La terapia anti-leucotrienos también se utiliza como tratamiento antiinflamatorio,
especificamente en el asma bronquial, pues se basa en la inhibicion de la sintesis de LT o en el
bloqueo de sus receptores [Coffey y Golden, 2003].

En los ultimos 10 afios uno de los principales avances en el tratamiento de la inflamacion fue
la introduccidn de las terapias bioldgicas contra citocinas y ejemplo cldsico ha sido las terapias
anti-TNFo 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 psoridtica, 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 inmunopatoldgicas, muchas de ellas basadas en el disefio de
anticuerpos monoclonales que bloqueen receptores y otras moléculas involucradas en la
respuesta inmune. Por ejemplo, Amevive (alefacept) es un proteina quimérica
inmunosupresora, disefiada para bloquear el receptor CD2 de las células T y evitar su
interacciéon con la molécula de adhesion LFA-3 expresada en la CPA, interaccion que
amplifica la primera sefial generada por el reconocimiento antigénico por el receptor de célula

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

tolerado y con excelentes resultados clinicos [Ellis y Krueger, 2001]. Otras terapias
denominadas de antiadhesion utilizan anticuerpos monoclonales humanizados y no
humanizados que actiian directamente contra ICAM-1 o ICAM-3 [Aruffo y Hollenbaugh,
2001]. Varias investigaciones se centran en la busqueda de inhibidores de la molécula
coestimulatoria CD28 y en la interferencia con otras sefiales coestimulatorias de las células T
[Carreno y cols., 2005], en terapias anti-células B, en el bloqueo de receptores de un gran
numero de citocinas, asi como en otras variantes menos explotadas como la modulaciéon del
repertorio de células T y su propio TCR [Simmons y Buckley, 2005].

1.7. Modulacion de la sintesis o la expresion 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, polisacaridos, glicoproteinas, entre otros [ Wagner,
1990].

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de
poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas. 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 niimero de
extractos obtenidos de fuentes naturales y poseen una gran variedad de actividades bioldgicas
relacionadas con las funciones del sistema inmune. Las catequinas son flavonoides presentes
en el té capaces de disminuir la produccion de IL-1P e incrementar los niveles de IL-10
[Crouvezier y cols., 2001], la quercetina y la rutina inhiben la presentacion 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
produccion de PGE2 y la liberacién 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
produccion de TNFa, IL-6, IL-8, IFNy, IL-1B, IL-2 e IL-4 [Duan y cols., 1999], en la
degradacion de IkB y consecuentemente en la activacion de NFkB [Jeong y cols., 2002], en la
produccion de ERO y en las concentraciones de NOS-2, COX-2 y PGE2 [Li, 2000; Whan y
cols., 2001].

La literatura cientifica reconoce varios extractos naturales con propiedades
inmunomoduladoras, lo que promueve la utilizacion de estos para el tratamiento

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

1 y la activacion de NFxB [Saliou y cols., 2001], las preparaciones de Tripterygium wilfordii
inhiben la produccién de importantes citocinas proinflamatorias como TNFo, IL-6, IL-8,
IFNy, IL-1pB e IL-2, la proliferacion de linfocitos T y B y la formacién de anticuerpos [Duan y
cols., 1999; Li, 2000], extractos de Withania somnifera estimulan funciones inmunes como la
produccion de anticuerpos y la actividad fagocitica [Davis y Kuttan, 2000] y el extracto

metandlico de Cyperus rotundus inhibe la produccion ERO y NO en macrofagos [Seo y cols.,

2001].
Igualmente, la comunidad cientifica reconoce varios productos naturales que actuan sobre
mecanismos relacionados con la respuesta alérgica, como extractos acuosos y alcoholicos de

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

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

obtenidas de los frutos de Rubus coreanus inhiben el choque anafildctico 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 pais [Roig, 1988].

La literatura cientifica le atribuye a extractos obtenidos de diferentes partes del arbol de
Mangifera indica L. (M. indica) actividades biologicas tales como antigiardiasico [Ponce-
Macotela y cols., 1994], antipirético [Awe y cols., 1998], espasmolitico [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 bioldgicos atribuidos a M. indica estdn relacionados con la presencia de
importantes compuestos en proporciones variables en cada parte del arbol. 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 acido galico, metilgalato, galotanino y
otros. Se reporta ademas la presencia de triterpenos, B-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 utilizacidon de la especie M. indica para el
tratamiento de diversas patologias 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
Quimica 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 decoccion, que contiene una rica mezcla de polifenoles, terpenoides,
acidos grasos, azucares, polialcoholes y microelementos (Tabla 3) y cuyo componente
mayoritario es la mangiferina [Nufiez-Sellés y cols., 2002]. Los estudios farmacoldgicos han
demostrado que este extracto posee actividad antioxidante y anti-inflamatoria [Martinez y
cols, 2000; 2001a, b; Garrido y cols., 2001; 2004 a,b; 2005; 2006].

La evaluacion de las propiedades antioxidantes del extracto demostrd: a) un elevado poder

antioxidante in vitro, evidenciado por su capacidad de secuestrar radicales libres, inhibir la
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peroxidacion de fosfolipidos, proteger del dafio oxidativo y la ausencia de efecto pro-oxidante
sobre el ADN bajo condiciones experimentales especificas [Martinez y cols, 2000]; b)
capacidad protectora contra el dafio oxidativo inducido por productos pro-oxidantes en suero,
higado y cerebro; asi como inhibiciéon de la superproduccion de ERO por macréfagos
peritoneales de raton, efectos superiores en todos los casos a los obtenidos con vitaminas C, E
y P caroteno [Sanchez y cols., 2000]; ¢) efecto inhibitorio sobre la peroxidacion lipidica en
microsomas hepaticos y proteccion al dafio oxidativo a proteinas [Martinez y cols., 2001a]; d)
capacidad protectora del dafio oxidativo en células piramidales de hipocampo y hepatocitos,
mediante modelos de isquemia-reperfusion cerebral y hepatica [Martinez y cols., 2001b; 2003]
La accidén anti-inflamatoria del extracto de M. indica se demostr6 in vivo por la reduccion del
edema plantar inducido por carragenina y la inhibicidon de la produccion de TNFa y NO en
modelos de choque endotoxico. Ademas, experimentos in vitro demostraron su capacidad de
inhibir la produccién de PGE2 y LTB4, la actividad de la enzima fosfolipasa A2 de secrecion
y la activacion de NFkB mediada por TNFo [Garrido y cols., 2001; 2004 a,b; 2005].

Los estudios toxicologicos realizados al extracto de M. indica demostraron que no posee
efectos toxicos por via oral ni topica. Por via intraperitoneal en ensayos de toxicidad aguda en
ratones OF1 se evidenciaron algunos signos téxicos, con una dosis letal media (DLso) de 273
mg/kg para las hembras y 219 mg/kg para los machos, mientras que en ratas Srague Dawley
la DLs fue de 500 mg/kg para los machos y 166,48 mg/kg para las hembras, lo que evidencid
diferencias en la susceptibilidad entre los sexos. Por via oral no present6 efectos tdxicos a 2
g/kg en administracidn aguda, subcrénica y crénica y tampoco se demostraron efectos
mutagénicos, clastogénicos ni teratogénicos [Garrido y cols., 1998; Gamez y cols., 2001,

2002; Rodriguez y cols., 2002].
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Tabla 3. Composicion cuali y cuantitativa del extracto estandarizado de la corteza de M. indica
obtenido en el Centro de Quimica Farmacéutica.

Grupo Componentes Conteni | Grupo Component Contenido
do (%) es (%)
Polifenoles  Mangiferina 10-20 |Terpenoides Acido 10-15
(40 — 60 %) (10 -20 %)  mangiferénic
0
(+) Catequina 7-10 Beta- 2-5
elemeno
(-) Epicatequina 4-17 Alfa-guaieno 2 -5
Acido galico, propil 25 Aromandren 2 -5
éster 0
Acido galico, metil éster 2 —5 Hinesol 1-3
Acido benzoico, propil 2 -5 Cicloartanole 1-3
éster S
Acido 34- 1-3 Ledol 1-2
dihidroxibenzoico
Acido benzoico 1-2 Taraxerol 1-2
Acido gélico 1-2
Azicares Galactosa 2-5 Polialcoholes  Sorbitol 2-4
3-6%) Glucosa 1-3 2 -5 %) Mioinositol 1 -2
Arabinosa 1-3 Xilitol 0,5-1
Acidos Miristico 0,1 —3,0 |Microelement Potasio 0,8—1,0
grasos oS
(1-5%) Palmitico 0,3-0,4 [(1-3 %) Calcio 0,2-0,4
Linoleico 0,15 - Magnesio 0,1-0,2
0,35
Oleico 0,2-04 Hierro 0,1 -0,2
Estearico 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 METODOS

2.1. Obtencion del extracto estandarizado de la corteza de M. indica y de la mangiferina
El extracto de la corteza del arbol M. indica se obtiene por decoccidon durante una hora en
agua, después se concentra por evaporacion y se seca por atomizacidon para obtener un polvo
fino de color carmelita [Nufiez-Sellés y cols, 2002]. Adjunto a la muestra, codificada como
QF-808 (lote 112), se recibio el informe No. de folio 844 en el cual el servicio analitico del
CQF certifico la calidad de la misma.

La mangiferina (2-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetra-hidroxi-9H-xanten-9-ona) se obtiene
mediante extraccion con metanol del extracto estandarizado de la corteza del arbol de M.
indica, con una pureza de 88,5 % comparada con un patrén de mangiferina (Sigma, EUA) por
métodos espectroscopicos [Nuifiez-Sellés y cols., 2002]. Adjunto a la muestra, se recibi6 el
informe No. de folio 084 en el cual el servicio analitico del CQF certificd la calidad del lote I1I
utilizado para la experimentacion.

Con el propdsito de demostrar si la presencia de mangiferina estd involucrada en los efectos
del extracto, se evalu6 en cada experimento al menos una dosis o concentracion de
mangiferina. En caso de utilizarse solo una dosis o concentracion de mangiferina, esta se
corresponde con la dosis o concentracion que equivale a la cantidad de mangiferina presente
en la mayor dosis o concentracion 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 pg/mL) utilizadas del
extracto se seleccionod en base a las dosis y concentraciones para las cuales se ha demostrado
efecto antioxidante y anti-inflamatorio [Martinez y cols, 2000; 2003; Sanchez y cols., 2000;

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

disolvieron en agua destilada o disolucion salina. Las muestras se prepararon al momento de la
administraciéon. En los estudios in vitro, ambos productos se disolvieron en el medio de cultivo
celular con 0,4% de dimetilsulféxido (DMSO) para garantizar total solubilidad. En cada
ensayo, se evaluo el efecto del vehiculo utilizado para la disolucion de los productos.

2.2. Consideraciones bioéticas

Toda la experimentacidn realizada con animales de laboratorio en el presente trabajo estuvo
sujeta al mas estricto cumplimiento de las normas éticas en la experimentacidon animal, regidas
por guias éticas para la investigacion con animales de laboratorio [Olfert y cols., 1993].

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica y el
Departamento de Control de la Calidad de la institucion en la que se realizo la investigacion:
la Universidad de Santiago de Compostela en Espafia y el Centro de Quimica Farmacéutica de
La Habana.

2.3. Evaluacion del efecto inmunomodulador del extracto de M. indica y mangiferina en
la funcionalidad de macrofagos 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 (Espafia), adaptados durante siete
dias a las condiciones del laboratorio. Los animales se colocaron en grupos de cinco en cajas
de Macrolon (Panlab, Espafia), se mantuvieron con humedad y temperatura controlada entre
22-24 °C, 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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Obtencion de los macrofagos peritoneales de ratas para los ensayos in vitro

Las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical en una camara de flujo laminar. El abdomen
se desinfectdé con alcohol 70 % y se administré por via intraperitoneal (ip) 30 mL de
disolucion salina balanceada de Hank (DSBH). Después de dar ligeros masajes abdominales,
se extrajeron aproximadamente 30 mL de fluido peritoneal. La suspension celular se lavd por
centrifugacion a 400 xg durante 10 minutos a 4 °C, se resuspendio en DSBH y se ajusto la
concentracién celular a 10° células/mL. La proporcién de macrofagos en la poblacion celular
peritoneal total se determind por la tincidn con o-naftil, mediante la cual se evalua la
actividad enzimatica esterasa inespecifica caracteristica del sistema mononuclear fagocitico
[Ennist y Jones, 1983]. Se demostré que mas del 96% de las células de la suspension celular
peritoneal eran macréfagos.

2.3.1. Ensayo de citotoxicidad celular

Para descartar la posibilidad de un efecto toxico del extracto de M. indica o la mangiferina
sobre la viabilidad celular de los macrofagos de ratas, se desarrolld un ensayo de citotoxicidad
por reduccion 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 pg/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 quimiotactica hacia el peritoneo de las ratas, se inyectd por via i.p un mL de
tioglicolato 3 % (Merck, Alemania) e inmediatamente se administré 0,5 mL del extracto de M.

indica o mangiferina en dosis Unica i.p de 10, 50, 100 y 150 mg/kg en disolucion salina NaCl
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0,9 % seguin correspondia a cada grupo experimental. El grupo control recibié disolucion
salina i.p. A los cinco dias se recogio el exudado peritoneal, se contd en un hemocitometro el
numero total de células y se determind ademds la proporcion de macréfagos en esta
suspension por la tincion con a-naftil [Ennist y Jones, 1983].

2.3.3. Ensayo in vitro para determinar actividad fagocitica

La actividad fagocitica de macrofagos se evalud por el método fluorimétrico basado en la

utilizacién de levaduras (Kluyveromyces lactis) marcadas con isotiocianato de fluoresceina
(ITCF) [Oda y Maeda, 1986]. Alicuotas de 100 puL de la suspensidon celular de macréfagos
residentes (10° células/mL) obtenidas como se describi6 en la seccién 2.3. se adicionaron en
placas de 96 pozos (Corning, EUA) y se colocaron en incubadora a 37°C y 5 % CO; para
adherencia. Las células no adherentes se eliminaron por lavado con DSTF. Posteriormente, se
adicionaron alicuotas de 100 uL. de DMEM, 5 x 107 células de levaduras marcadas con ITCF y
la concentracion correspondiente del extracto de M. indica o mangiferina (0,1, 1, 10, 50, 100,
200 pg/mL), resveratrol (100 uM = 25 pg/mL) o el DMSO 0,4% utilizado como vehiculo y se
incubd durante 140 minutos a 37 °C y 5 % CO,. Después se lavaron las células varias veces
con DSTF y se solubilizaron por adicién de 100 pL por pocillo de Tris-HCI 25 mM pH 8,5
conteniendo 0,2 % de duodecilsulfato de sodio. La fluorescencia se determind en un lector de
fluorescencia (Bio-Tek Instruments, RU) con excitacion a 490 nm y medicién a 525 nm. En
este experimento se empled como referencia el resveratrol, un polifenol de origen natural
capaz de disminuir la actividad fagocitica de macrofagos [Leiro y cols., 2002]. De cada

condicidn experimental se realizaron cuatro réplicas.
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2.3.4. Ensayo in vitro para la determinacion de la produccion de 6xido nitrico
La produccion de NO por los macrofagos peritoneales se determind mediante la reaccion de
Griess, por medicion de la cantidad total de nitritos en el sobrenadante de cultivo. EI NO que

se forma in vitro como resultado de la accién de la enzima NOS-2 experimenta una rapida

oxidacidn a nitritos, por lo que la determinacion de estos ultimos constituye una via indirecta
para evaluar la produccion de NO [Jun y cols., 1994].

Alicuotas de 100 pL de la suspensién de macrofagos residentes (10° células/mL) obtenidas
como se describio en la seccidon 2.3 se incubaron en placas de 96 pozos (Corning, EUA) a 37
°C y 5 % de CO2 durante 90 minutos. Después de la adhesion, las células se lavaron
cuidadosamente con DSBH para eliminar células no adherentes y se incubaron durante 48
horas con 100 uL de medio de cultivo DMEM conteniendo 100 ng/mL de LPS, 10 unidades
(U)/mL de IFNy murino y el extracto de M. indica o la mangiferina a concentraciones de 1, 10,
50, 100 y 200 pg/mL. Se utilizd6 el N-monometil-L-arginina (L-NMMA, 250 uM) como
control de la inhibicidén de la produccién de NO y el resveratrol (100 uM = 25 pug/mL) como
polifenol de conocida actividad inhibitoria sobre este pardmetro [Miura y cols., 2000; Leiro y
cols., 2002]. Al término de la incubacién, se recogieron alicuotas de 100 pL de cada
sobrenadante de cultivo y se incubaron con igual volumen de reactivo de Griess (sulfanilamida
1 % y N-(I-naftil)etilendiamina 0,1 % en acido fosférico 2,5 %), durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se determind la absorbancia a 530 nm en un lector de placas
de microtitulacion (Titertek Multiscan, Finlandia). La concentracion de nitritos se calculd con
referencia a una curva patron obtenida con NaNO, en concentraciones entre 1-200 uM. De

cada condicion experimental se realizaron cuatro réplicas
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2.3.5. Determinacion de la expresion de genes que codifican para enzimas, citocinas y
factores de transcripcion 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 macréfagos, se evaluaron sus efectos in vitro a nivel
molecular en la expresion de determinadas proteinas producidas por estas células, utilizando
ratones Balb/c como fuente de macrofagos peritoneales.

En los experimentos que se describen a continuacion se amplio6 el intervalo de concentraciones
hasta 400 pg/mL del extracto de M. indica, debido a era interés trabajar a una concentracion
del extracto que fuera equivalente a 40 wg/mL de mangiferina, considerando que este polifenol
tiene una composicion aproximada de un 10% en el extracto. El interés de incluir esta
concentracion del extracto de 400 pug/mL se debe a que Leiro y cols,. 2003, demostraron
algunas propiedades inmunomoduladoras de la mangiferina a la concentracion de 40 pg/mL.
Uno de los objetivos de este trabajo es precisamente determinar si la mangiferina esta
involucrada en los efectos farmacoldgicos del extracto, por tanto, para alcanzar con el extracto
una concentracion de mangiferina equivalente a 100 uM (=40 ug/mL) se requieren 400
ug/mL.

Obtencion y activacion de macrofagos peritoneales murinos

Para la obtencion de los macrdéfagos peritoneales murinos, los ratones Balb/c se inyectaron i.p
con 0,5 mL de tioglicolato 3 % y tres dias después se obtuvo el exudado peritoneal. En
condiciones asépticas, el abdomen de cada ratén se desinfectd, 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 centrifugacion a 400 xg y se contaron en un
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hemocitometro para ajustar la concentracién a 10° células/mL. El nimero de células viables se
determind por tincidn de exclusion con tripdn azul. La proporcion de macrdfagos en el
exudado peritoneal se estim6 por determinacion de la actividad esterasa no especifica [Ennist
y Jones, 1983], evidenciandose mds de un 98 % de macrdéfagos. Alicuotas de 1000 puL de la
suspension celular se adicionaron en placas de seis pozos (Sterilin, RU) y se incubaron por 90
minutos a 37 °C y 5 % CO, para favorecer la adhesion.

2.3.5.1. Determinacion de los niveles de ARNm de NOS-2, COX-1, COX-2, NFkB e IkB
por reaccion de reverso trascripcion y de la polimerasa en cadena (RT-PCR)

Alicuotas de 1000 uL de la suspension celular de macrofagos peritoneales murinos obtenidos
como se describi6 en la seccion 2.3.5 se incubaron durante dos horas a 37°C en medio de
cultivo DMEM con 10 U/mL de IFNy, 100 ng/mL de LPS y concentraciones del extracto de
M. indica (4, 40 y 400 pg/mL) o dexametasona (100 uM = 40 pg/mL) como farmaco de
referencia.

El aislamiento del ARN total (ARNt) de las muestras de macréfagos se realizd6 con una
disoluciéon monofésica de fenol y tiocianato de guanidina (TriPure Isolation Reagent, Roche,
Alemania). Se adicioné un mL de TriPure en cada pozo (area 10 cm?) y las células se lisaron
haciendo pasar varias veces la suspension celular por la punta de la pipeta. El lisado celular se
incubd durante cinco minutos a temperatura ambiente para asegurar la completa disociacion de
los complejos nucleoproteinas. Seguidamente se adicionaron 0,2 mL de cloroformo, se agitd
vigorosamente durante 15 segundos, se incubd a temperatura ambiente por cinco minutos y se
centrifugd a 12 000 xg durante 15 minutos a 4 °C. La fase superior incolora se removio y el
ARNt presente en la fase inferior se precipité con isopropanol. El precipitado resultante de

ARNt se seco y disolvid en agua libre de ARNasa tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) a
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concentracion de 1 pg/mL. Para comprobar la calidad del ARNt aislado, se realiz6 una
electroforesis convencional en gel de agarosa al 2%.

Posteriormente se procedié a la transcripcion reversa del ARNt en ADN complementario
(ADNc). La sintesis del ADNc (25 uL/reaccion) se realizd por utilizacidn de hexdmeros
cebadores aleatorios 1,25 uM (Roche, Alemania), 250 mM de cada desoxirribonucle6tido
trifosfato (ANTPs), 10 mM de ditiotrietol (DTT), 20 U de inhibidor de ARNasa, 2,5 mM de
MgCl,, 200 U de reverso transcriptasa del virus de leucemia murino (Promega, EUA) en
disolucién tamponada de reaccion (Tris 30 mM y KCI 20 mM, pH 8,3) y 2 ug de muestra de
ARNt. Los pardmetros ciclicos para la reaccion de reverso transcripcion fueron: hibridizacion
durante 10 minutos a 25 °C y reverso trascripcion por 60 minutos a 42 °C.

Un microlitro de la mezcla de reaccion anterior se utilizo para realizar reacciones en cadena de

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

de cebadores raton especificos, del Banco de Genes del Centro Nacional de Biotecnologia e
Informaciéon de  Espafia: 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 reaccion de PCR se realizé en un volumen de 25 puL de mezcla de reaccién optimizada que
contenian disolucién tamponada (Tris-HC1 10 mM, KC1 50 mM, MgCI2 1,5 mM, pH 9,0), 0,2

mM de cada dANTP, 0,4 uM 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 puL de los
productos de la reaccion de reverso transcripcion. El ciclo térmico utilizado en un ciclador
térmico automatico (GeneAmp PCR System 2400, Perkin-Elmer, Norwalk, EUA) fue el
siguiente: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante cinco minutos seguida de 35 ciclos a 94 °C
durante 30 segundos, ciclos de 55 °C para NOS-2, COX-1, COX-2, NF-kB e IkB o de 53 °C
para GAPDH por 45 segundos y 72 °C por un minuto y finalmente una fase de extension de
siete minutos a 72 °C. En todos los experimentos se evaluaron controles sin ARN o sin reverso
transcriptasa y en ningun caso se obtuvieron productos de amplificacion.

Los productos de la PCR (alicuotas de 20 uL) se separaron en un gel de agarosa 2 % en
disolucién tamponada TBE (Tris base 0,89 M, acido borico 0,89 M, EDTA 0,02 M, pH 8,0),
se tifieron con bromuro de etidio 0,5 pg/mL y se fotografiaron con una camara 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 cuantificd con un programa de
andlisis 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. Determinacion de la expresion de las enzimas NOS-2 y COX-2 mediante el
ensayo de slot-blot

Los cultivos de macréfagos peritoneales inflamatorios murinos (10° células/mL) obtenidos
como se describio en la seccion 2.3.5. se incubaron durante seis horas en medio de cultivo
DMEM con 10 U/mL de IFNy, 100 ng/mL de LPS, el extracto de M. indica (4, 40 o 400
ug/mL), mangiferina 40 pwg/mL o sin productos (controles) a 37°C y 5 % CO,. Las células se

lavaron con disolucién tampdn 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 concentracion de proteinas totales en el sobrenadante se determind por el
método de Bradford [Kruger, 1994] con albimina de suero bovina (ASB) como patron de
referencia. Iguales cantidades de proteina total (60 pg en 100 pL) se transfirieron a
membranas hidrofébicas de polivinilideno difluoruro (PVDF, Hybond-P, Amersham
Biosciences, RU) utilizando una filtracidon multiple 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 inespecificas. La expresion de las enzimas NOS-2
y COX-2 fueron inmunodetectadas por incubacién 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 disolucion de dilucion (TBS
con 0,05 % Tween 20 y 1 % de leche descremada). Después de la incubaciéon con el
anticuerpo primario, las membranas se lavaron cinco veces con disolucion de lavado (TBS con
0,05 % Tween 20), se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con una dilucién
1:3000 en disolucion de dilucion del anticuerpo secundario cabra anti-conejo conjugado con
peroxidasa de rabano picante (Amersham Biosciences, RU) y posteriormente se lavaron cinco
veces con disolucion de lavado. Finalmente, los anticuerpos unidos se visualizaron por
quimioluminiscencia con un filme autorradiografico siguiendo las instrucciones del
suministrador (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, RU). EI andlisis densitométrico se
realiz con un escaner laser y las bandas se cuantificaron en imagenes TIF en un programa de
andlisis densitométrico (ImageMaster Total Lab, Amersham Biosciences, RU), con péptido

murino NOS-2 (un péptido de 19 aminoacidos 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. Determinacion de los niveles de ARNm de TNFa., IL-1p, IL-6, GM-CSF y TGEp

por reaccion de reverso trascripcion y reaccion multiple de la polimerasa en cadena (RT-
MPCR)

Las condiciones experimentales son las mismas de la seccion 2.3.5.1 en cuanto a la
estimulacion de los macrdéfagos, los tratamientos y la obtencion del ADNc celular.

El ADNCc obtenido en el paso de reverso transcripcion descrito en 2.3.5.1 fue aclarado por
extraccion en fenol y precipitacion en etanol. La amplificaciéon del cADN se realizd por
multiple PCR (MPCR) utilizando un estuche reactivo CytoXpress'" (Biosource Internacional,
EUA), siguiendo las instrucciones del productor descritas en [ Korhonen y cols., 2002], el cual
estd disefiado para dirigir la amplificacion simultdnea de regiones de marco abierto de lectura

de al menos seis genes de raton en una misma muestra: GAPDH, GM-CSF, TNFa, IL-18, IL-

6 y TGF.

La PCR mltiple se realizé en un volumen de 50 L. que contenian 10,5 UL de agua destilada,
10 uL de disolucion tamponada 10x provista por el comercializador para MPCR, 5 pL de los
distintos cebadores 10x para los genes que se amplifican, 4 UL de cada dNTP (3,12 mM), 0,5
uL de rTaq ADN polimerasa (5 U/uL) (Roche, Alemania) y 20 uL. del ADNc purificado. El
ciclo térmico fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 96 °C durante un minuto, dos ciclos
con un paso de desnaturalizacion a 96 °C durante un minuto e hibridacion a 60 °C durante
cuatro minutos, luego 33 ciclos a 94 °C durante un minuto y 60 °C durante 2,5 minutos.

Los productos de la MPCR (alicuotas de 10 uL) se separaron por electroforesis en gel de

agarosa 2 % y se tifieron con bromuro de etidio. El gel se fotografié con una cdmara digital
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bajo transiluminacion UV y las bandas se cuantificaron en imdgenes TIF en un programa de
andlisis 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 inmunoenzimatico para la cuantificacion de TNFq.

Para comprobar que la inhibiciéon del ARNm se corresponde con la inhibicion de la expresion
proteica del TNFa, se determind la concentracion de esta citocina en el sobrenadante de
cultivo celular. Alicuotas de 100 pL de la suspension celular de macréfagos (10° células/mL)
se incubaron en placas de cultivo de 96 pozos a 37 °C bajo 5 % CO2 durante seis horas con
LPS 100 ng/mL e IFNy 10 U/mL en DMEM, con las diferentes concentraciones del extracto
de M. indica o dexametasona (4, 40 o 400 pug/mL) o sin productos (controles) (de cada
condicion experimental se realizaron cuatro réplicas). Luego, las placas se centrifugaron a 400
xg durante cinco minutos y el TNFa se cuantific en el sobrenadante mediante un ensayo
inmunoenzimatico de tipo captura (R & D Systems, EUA). Las placas de microtitulacion
(Costar, EUA) se recubrieron por incubacion durante 12 horas a temperatura ambiente con 100
UL por pozo de anticuerpo captura (anti-TNFo murino obtenido en cabra) a 0,8 pg/mL en
DSTF. Posteriormente, las placas se lavaron cinco veces con disolucion de lavado (0,05 %
Tween 20 en DSTF, pH 7,2-7,4), se bloquearon por adicién de 300 L por pozo de disolucion
de bloqueo (ASB 1 %, sucrosa 5 % DSTF con 0,05 % de azida sddica) y se incubaron durante
dos horas a 37 °C. Después de cinco pasos de lavados y de la adicion de 100 puL de
sobrenadante de cultivo o disolucion estandar de TNFa (siete diluciones seriadas 1:2 de una

disolucién madre de 2000 pg/mL de TNFo recombinante de raton 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
deteccion (anti-TNFo murino biotinilado obtenido en cabra, 300 ng/mL en reactivo diluente).
Las placas se lavaron nuevamente cinco veces con disolucion de lavado, se adicionaron 100
UL de una dilucion 1: 200 de peroxidasa de rabano picante combinada con estreptoavidina y se
incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de lavar con disolucion de
lavado, la actividad peroxidasa se detectd por adicion de 100 uL de sustrato o-fenilendiamina
a concentracion de 0,04 % en disolucidn tampdn fosfato-citrato (pH 5,0) conteniendo H,0, al
0,001 %. Después de 20 minutos de incubacién a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo
por adicidon de 25 uL de H,SO4 3 N y la densidad dptica se determind a 492 nm en un lector de
placas de microtitulacion (Titertek Multiscan, Finlandia).

2.4. Evaluacion 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 Produccion de Animales de
Laboratorio, La Habana, Cuba). Los animales se colocaron en grupos de 10 en cajas de
macrolon (Panlab, Espafia) 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 inflamacion alérgica

2.4.1.1. Inmunizacion 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 dias alternos con 10 ng de

OVA en 0,5 mL de disolucion salina fisiolégica. El grupo no inmunizado recibid inyecciones
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con disolucién salina fisioldgica. Tres semanas después de la ultima inmunizacion,
comenzaron a recibir durante siete dias en una administracion 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 segun correspondia a cada grupo. La administracion oral se realizd siguiendo una
relacion peso volumen de 10 mL/kg de peso. El grupo control recibié agua destilada. Al
término del tratamiento (cuatro semanas después de la ltima inmunizacidn), se procedio a la
induccidn de la respuesta alérgica inflamatoria mediante el modelo de edema plantar inducido
por OVA vy a la determinacion de la respuesta proliferativa de los esplenocitos a la OVA.
2.4.1.2. Edema plantar inducido por OVA

Inicialmente comprobamos que dosis Unicas por via 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 permiti6é poder realizar el edema plantar una hora después de la
ultima administracidon del extracto después de siete dias de tratamiento.

Por tanto, una hora después de la ultima administraciéon de los productos (séptimo dia de
tratamiento), se administré en la aponeurosis plantar derecha de cada animal, 100 uL de una
disolucion de OVA de 100 pg/mL, lo que significo administrar 10 pg/animal. En la
aponeurosis plantar izquierda de cada animal, se administraron 100 UL de disolucién salina
fisiologica. Una hora después, los animales se sacrificaron bajo atmosfera de éter etilico, las
patas se amputaron a nivel de la rodilla y se pesaron en balanza analitica. Los resultados se
expresaron mediante el indice de edema, como la diferencia de peso entre la pata derecha y la
pata izquierda y se determiné el % de inhibicion de la respuesta alérgica inflamatoria [Mi-Sun

y cols., 2003].
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2.4.1.3. Ensayo de proliferacion linfocitaria en respuesta a la estimulacion con OVA

Una vez sacrificados los animales, se desinfectaron con alcohol etilico 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 centrifugacion en Histopaque (Sigma, EUA) y
cada suspension celular se ajusté a una concentraciéon de 2 x 10° células/mL. Los esplenocitos
se sembraron en placas de 96 pozos (Corning) y se cultivaron durante 72 horas en incubadora
de 5 % de CO; a 37 °C en presencia de OVA (10 pg/mL). La proliferacion celular se
determin6 por el método colorimétrico basado en la reduccién del MTT a formazan [Youl y
cols., 1999]. Cuatro horas antes de terminado el periodo de incubacion, se adicionaron 15 puL
por pocillo de una disoluciéon de MTT 5 mg/mL y se continud el cultivo en similares
condiciones de incubacion. Al término de esta, se retird el medio de cultivo al vacio y se
adicionaron 100 uL de DMSO para la disolucion del formazan formado y posteriormente se
determino la absorbancia en un espectofotometro [PR521SUMA, Cuba] a 546 nm.

2.4.2. Reaccion cutianea inducida por histamina en ratas

Para la evaluacidon del efecto sobre el incremento de permeabilidad capilar inducido en la
reaccion cutdnea a la histamina, se conformaron seis grupos experimentales de ocho ratas
Wistar que recibieron tratamiento v.o durante siete dias en una administracion diaria con el
extracto de M. indica (50, 100, 250 y 500 mg/kg), mangiferina (50 mg/kg) o prometazina (25
mg/kg) segin correspondia. La administracion oral se realizd siguiendo una relaciéon peso
volumen de 10 mL/kg de peso. Transcurridas diez horas de la tiltima administracidn, las ratas

se depilaron en la region dorsal donde se dibujaron seis cuadrantes de 1 x 1 cm. Seguidamente
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se administro i.v un mL de Azul de Evans (20 mg/kg) e inmediatamente después se inyectaron
i.d 100 puL de disolucion salina con 50 pg de histamina (Sigma, EUA) en cuatro de los
cuadrantes. En los dos cuadrantes restantes se inyectaron 100 pL de disolucidén salina
fisiologica. Después de treinta minutos de la administracion 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 determin¢ la densidad dptica
del colorante extravasado en un espectrofotdémetro a 620 nm (Pharmacia, LKB UltrospecPlus)
[Abe y cols., 1994]. Se determin6 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 disolucion salina en cada animal. Se calculd para
cada tratamiento el % de inhibicion de la reaccion cutdnea inducida por histamina.

2.4.3. Ensayo para la determinacion in vitro de la liberacion 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 desinfectd
con alcohol 70 % y se administraron i.p 20 mL de disolucién Tyrode (NaCl, 137 mM;
NaHCOs3, 12Mm; NaH;PO4, 0,3 mM, KCl, 2,7 mM, MgCl,, 1 mM; CaCl,, 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 centrifugd a 250 xg por cinco minutos, se descartd el sobrenadante y el precipitado celular
se resuspendié en un mL de disolucién Tyrode fria. Los mastocitos se separaron de los demas
tipos celulares segiin el método descrito por Yurt y cols., 1977. Para ello, a la suspension
celular se le adicioné un mL de metrizamina 22,5 % (densidad 1,120 g/mL) y se centrifugd 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 lavo varias veces y se resuspendid en un mL de
disolucion Tyrode. Mas del 95% de las células asi obtenidas eran mastocitos, determinado por
tincidon con azul de toluidina. Mas del 96 % de las células fueron viables, determinado por
tincion con tripan azul. Se realizo un ensayo de citotoxicidad celular por MTT para demostrar
que las concentraciones del extracto y mangiferina utilizadas no resultaran citotdxicas para los
mastocitos.

Alicuotas de un mL de la suspension 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 ug/mL) o cromoglicato sddico (100 pug/mL) y seguidamente las células se incubaron
durante cinco minutos con el compuesto 48/80 (1 pg/mL), un inductor de la desgranulacién
mastocitaria. Al término de la incubacidn, los tubos se colocaron en hielo para detener la
reaccion. Cada muestra se centrifugd a 250 xg durante cinco minutos, se colectd el
sobrenadante para la determinacion de la histamina liberada y el precipitado celular se
resuspendio en un mL de disoluciéon Tyrode y se calenté a 100 °C durante 10 minutos para la
liberacion de la histamina residual [Remirez y cols., 2002].

La histamina liberada y la residual se determinaron fluorimétricamente a 440 nm (excitacion a
360 nm) en un espectrofluorimetro (Shimadzu, Japon, RF-5000). Para ello, se adicionaron en
el momento de la lectura, 400 uL de NaOH 1N y 100 uL de ortoptalaldehido (10 mg/mL), se
esperaron cuatro minutos, se adicionaron 200 uL. de HCI 3N y se procedi6 a la determinacion
fluorimétrica [Yiy cols., 2001]. Se construyd una curva de calibracion con concentraciones
de histamina entre 0,1 y 100 uM. Los resultados se expresan como concentracion de

histamina liberada en cada condicion experimental.
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2.4.4. Ensayo para determinar IgE especifica

2.4.4.1. Tratamientos y obtencion del antisuero de los ratones

Para esta evaluacion se conformaron seis grupos experimentales de ocho ratones Balb/c, los
cuales se inmunizaron i.p con ovoalbimina (OVA, Sigma, EUA) preparada en una disolucién
inmunizante reportada por Ovary en 1986. Después de la inmunizacion y diariamente durante
21 dias, los ratones recibieron tratamiento p.o una vez al dia con el extracto de M. indica (50,
100, 250 y 500 mg/kg), mangiferina (50 mg/kg) o ketotifeno (3 mg/kg) segun correspondia. El
grupo control recibié agua destilada. La administracion oral se realizé siguiendo una relacion
peso volumen de 10 mL/kg de peso. A los siete dias se reinmunizaron los animales de forma
similar a la primera inmunizacién. Transcurridos 21 dias de la primera inmunizacion, se
realiz6 una extraccion de sangre del plexo retro-orbital de los ratones. La sangre se depositd en
tubos de ensayo, se dejo reposar durante seis horas, se centrifugd a 400 xg por 10 minutos, se
extrajo el suero y se almacend a —70 °C para su conservacion hasta su posterior utilizacion.
2.4.4.2. Prueba de anafilaxia pasiva cutinea para determinar IgE especifica

Para estimar los niveles de IgE especifica en el suero de los ratones inmunizados con OVA, se
realizaron pruebas de anafilaxia pasiva cutinea (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 ratén obtenidos como se
describi6 en la seccidon 2.4.4.1. Las ratas se depilaron en la region dorsal 24 horas antes de
comenzar el experimento y se sensibilizaron por administracién intradérmica (i.d) de 100 uL
de las diferentes diluciones del antisuero de raton correspondiente en DSTF. En cada rata, se

inyectaron dos réplicas a ambos lados de la linea media del lomo de cada dilucion del
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antisuero del grupo control y dos réplicas de cada dilucion del antisuero de un grupo con
tratamiento. Para la evaluacion del antisuero de cada grupo se utilizaron cinco ratas.
Transcurridas 48 horas de la sensibilizacidon se provocod la reaccion anafilactica por
administracidn intravenosa (i.v) de un mL de una disolucién de OVA al 0,1 % en colorante
azul de Evans 1 % en disolucion salina fisioldgica. Treinta minutos después, los animales se
sacrificaron en atmdsfera de éter y se recortd la zona dorsal de la piel. Posteriormente, se cortd
en circulo la porcion de la piel correspondiente a cada mancha y se colocé en un tubo de
ensayo con dos mL de formamida. Los tubos se incubaron a 37°C durante 48 horas y se
determiné la densidad oOptica del colorante extravasado en un espectrofotdmetro (Pharmacia,
LKB UltrospecPlus) a 620 nm [Katayama y cols., 1978]. La cantidad de colorante extravasado
se consider6 una medida indirecta de la cantidad de IgE presente en el antisuero evaluado. Se
cuantific la cantidad de colorante extravasado por extrapolacion en una curva de calibracion
de azul de Evans (0,05-10 pug/mL).

2.4.5. Respuesta de anafilaxia pasiva cutanea mediada por IgE en ratas

Para evaluar el efecto sobre la respuesta de anafilaxia pasiva cutdnea 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 sédico (3 mg/kg) segun correspondia. Los animales recibieron tratamiento oral
con el extracto de M. indica y mangiferina siguiendo una relacion peso volumen de 10 mL/kg
de peso en una administracion diaria durante 21 dias. Posteriormente se provocd una reaccion
anafilactica mediante sensibilizacién con antisuero reaginico (suero con alto titulo de IgE,
obtenido en el grupo control del punto 2.4.4.1, en una dilucién 1/128). Se evaluaron en cada

rata tres réplicas de la dilucion 1/128 del antisuero reaginico. Transcurridas 48 horas de la
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sensibilizacion se provoco la reaccidon anafilactica por administracion i.v de un mL de una
disoluciéon de OVA al 0,1 % en colorante azul de Evans 1 % en disolucion salina fisiologica.
El grupo que le correspondia tratamiento con cromoglicato disédico, lo recibié por via i.v
cinco minutos antes de la administracion de la OV A con el colorante. Treinta minutos después
de la administracion i.v de la OV A y el colorante, los animales se sacrificaron en atmdsfera de
¢ter. Para la determinacidon del colorante extravasado se procedid como se describid en la
seccion 2.4.4.2.

2.5. Analisis estadistico

En todos los experimentos, los resultados se expresaron como la media + error estandar 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 utilizo la prueba de Dunn’s a posteriori. Todos los analisis
fueron realizados mediante el paquete estadistico Statistic sobre Windows (Release 4.0,
Statsoft, Inc. 1993). Valores probabilisticos (p) inferiores a 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Para calcular la dosis efectiva media (DEsg) en los experimentos in vivo, definida como la
dosis de cada farmaco necesaria para producir el 50 % del efecto maximo, se utilizaron
analisis de regresion. De la misma manera se determind la concentracion inhibitoria media
(Clsp) para los experimentos in vitro, definida como la concentracion de cada farmaco
necesaria para producir el 50 % del efecto maximo.

En los casos en que se calculd el % de Inhibicion, se procedid de la siguiente forma:

% Inhibicion = 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
macrofagos peritoneales

En todos los ensayos realizados in vitro se evaluaron condiciones experimentales con el
vehiculo 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 concentracion utilizada para la disolucién de los productos no
influye en los resultados que se obtuvieron en la evaluacidn de estos.

La evaluacion de la viabilidad celular de macréfagos evidencid que concentraciones del
extracto de M. indica y mangiferina inferiores a 800 pg/mL y 900 pug/mL respectivamente no
resultaron citotoxicas para los macrofagos peritoneales de ratas, manteniéndose la viabilidad
celular por encima del 95% (datos no mostrados), por lo que se considerd posible evaluar
concentraciones inferiores a estas para los ensayos farmacologicos in vitro. El vehiculo
utilizado para la disolucion de los productos tampoco afect6 la viabilidad celular.

3.1.1. Efecto in_vivo del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la capacidad
quimiotactica de macrofagos peritoneales de ratas

La administracion i.p de tioglicolato estimuld la migracién de macrofagos hacia el peritoneo
de las ratas, alcanzandose una acumulacion de 21 x 10° células/mL (Figura 1A) donde mas del
70% de esa poblacidn celular eran macrofagos (Figura 1B). Como resultado de la
administracién i.p de una unica dosis del extracto de M. indica o de mangiferina (10, 50, 100,
150 mg/kg) se evidencid una significativa reduccion (p<0,01) del nimero total de células que
migraron al peritoneo en respuesta al estimulo inflamatorio (Figura 1A). En ambos casos, el

efecto fue dependiente de la dosis utilizada, con coeficientes de correlacidon dosis vs. porciento

Ciudad de La Habana : Editorial Universitaria, 2008. -- ISBN 978-959-16-0812-3 56



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

de inhibicion de *=0,9901 y 0,9981, respectivamente. El efecto inhibitorio maximo para el
extracto de M. indica fue de 88% y la DEsy de 22 mg/kg. En el caso de la mangiferina, se
alcanzd un efecto inhibitorio méximo de la migracion celular de 53 % y la DEsq fue de 15
mg/kg. La reduccion del nimero de células peritoneales totales se correspondid con una
reduccidn del nimero de macréfagos, pues la proporcion de estos en la poblacion celular total
en cada caso se mantuvo constante (Figura 1B), o sea, que la reduccidén no fue a expensas de

otro tipo de poblacidn celular peritoneal diferente a los macréfagos.
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Figura 1. Efecto de una dosis tnica del extracto de M. indica y la mangiferina (i.p) en el recuento
celular del exudado peritoneal de ratas cinco dias después de la administracion i.p de tioglicolato A)
Numero total de células del exudado peritoneal. B) Porciento de macréfagos en la poblacion celular
total. Los valores representan la media = E.E.M de tres experimentos independientes. Letras distintas
representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) entre grupos.

3.1.2. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la actividad
fagocitica de macrofagos peritoneales de ratas

Las concentraciones evaluadas del extracto de M. indica, mangiferina y resveratrol redujeron
significativamente (p<0,05) la actividad fagocitica in vitro de macréfagos peritoneales de ratas

(Figura 2). El efecto inhibitorio del extracto y mangiferina fue dependiente de la concentracion
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utilizada, con coeficientes de correlacién C(x) vs. porciento de inhibicién de 1°=0,9764 y
0,9338, respectivamente. La concentracion inhibitoria media (Clsg) para el extracto de M.
indica fue de 13,4 ug/mL y el efecto inhibitorio méximo fue del 53%, mientras que para la
mangiferina la Clso fue de 3 pug/mL y el efecto inhibitorio maximo fue del 59%. La inhibicidon
ejercida por el extracto y la mangiferina a concentraciones de 10 pg/mL fue significativamente
mayor (p<0,05) que el del resveratrol a 25 pg/mL, un polifenol que tiene accion inhibitoria in
vitro sobre la fagocitosis [Leiro y cols., 2002]. Es interesante destacar que la inhibicion de la
mangiferina sobre la fagocitosis resultd superior a la del extracto pues alcanza un efecto

inhibitorio maximo superior que el extracto con una Clsyo menor.
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Figura 2. Efectos in vitro del extracto de M. indica, mangiferina y resveratrol en la fagocitosis de
células K. lactis por macrofagos peritoneales de ratas. Los valores representan la media + E.E.M de
tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre grupos.
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3.1.3. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la produccion de
oxido nitrico en macrofagos peritoneales de ratas

Los macrdfagos peritoneales de ratas obtenidos como se describido en la seccidn 2.3., se
estimularon in vitro con LPS e IFNYy durante 48 horas para inducir la produccion de 6xido
nitrico. 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 produccidén de 6xido nitrico. El
resveratrol, polifenol utilizado como referencia por su conocida inhibiciéon sobre la produccion
de NO [Leiro y cols., 2002], también inhibié la produccion de este mediador en estas
condiciones experimentales. El efecto inhibitorio del extracto fue dependiente de la
concentracion utilizada, con coeficiente de correlacion C(x) vs. porciento de inhibicion de
1’=0,962, con una Clsy de 9,9 pg/mL y un efecto inhibitorio maximo de 63%. Para la
mangiferina se alcanz6 un efecto inhibitorio maximo de 46% pero no se alcanza un efecto
dependiente de la concentracion en el rango de concentraciones evaluadas que permita
calcular la Clsy.

El L-NMMA utilizado como referencia inhibié significativamente (p<0,01) la produccion 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
macrofagos peritoneales murinos

Se evalud el efecto de diferentes concentraciones del extracto de M. indica (4, 40 y 400
ug/mL) y la dexametasona (40 pg/mL) en los niveles del ARNm de NOS-2 en macrdfagos

peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNy 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 concentracion evaluada (4 pg/mL) (Figura 4), con un efecto inhibitorio similar
de 88, 91 y 93 % para las concentraciones de 4, 40 y 400 ug/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, farmaco que inhibe la expresion de ARNm de NOS-2

[Korhonen y cols., 2002] (Figura 4).
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Figura 3. Efectos in vitro del extracto de M. indica, mangiferina, resveratrol y L-NMMA sobre las
concentraciones de nitritos producidos en macrofagos peritoneales murinos estimulados durante 48
horas con LPS e IFNYy, determinado por la reaccion de Griess. Los valores representan la media +
E.E.M de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre grupos.

3.1.5. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la expresion de la
enzima NOS-2 en macrofagos peritoneales murinos

Para comprobar el efecto del extracto de M. indica y la mangiferina en la expresion de la
NOS-2 se determind la cantidad de esta enzima en el sobrenadante de cultivo de los
macréfagos murinos después de seis horas de la estimulacion.

El extracto de M. indica a concentraciones de 4, 40 y 400 ug/mL redujo significativamente

(p<0,05) los niveles de expresion de la proteina NOS-2 (Figura 5). De igual forma, la
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mangiferina a la concentracion de 40 pg/mL inhibid la cantidad de proteina expresada en las
células (Figura 5). Los resultados se corresponden con la inhibicion de la produccion de NO
demostrada para el extracto y la mangiferina en la seccion 3.1.3.
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Figura 4. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en los niveles del ARNm de NOS-
2 en macrofagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNy, determinado por RT-PCR. A)
Analisis de los productos de RT-PCR en el gel de agarosa 2 %; B) Niveles de ARNm cuantificados por
analisis 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 optica] de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01) entre grupos.

3.1.6. Efecto in vitro del extracto de M. indica sobre los niveles de ARNm de COX-1y
COX-2 en macrofagos peritoneales murinos

Los efectos del extracto de M. indica (4, 40 y 400 pg/mL) en la expresion del ARNm de las
isoformas COX-1 y COX-2 se evaluaron por RT-PCR y se emple6 como referencia el
farmaco dexametasona a concentracion de 40 pg/mL (100 uM), un conocido inhibidor de la
biosintesis del ARNm de las COX [Fernandez-Morata y cols., 2000]. El extracto de M. indica

no redujo marcadamente los niveles de ARNm de COX-1, solo se alcanzd una reduccion
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estadisticamente significativa (p<0,05) con la mayor concentracion evaluada del extracto (400
ug/mL), asi como con la dexametasona (40 pug/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).
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Figura 5. Efectos in vitro del extracto de M. indica y mangiferina en los niveles de proteina NOS-2 en
macrdofagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNYy, 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 densitometria. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre grupos.

3.1.7. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la expresion de
COX-2 en macrofagos peritoneales murinos

El extracto de M. indica a concentraciones de 4, 40 y 400 pug/mL y mangiferina a 40 pg/mL
redujeron significativamente (p<0,05) los niveles de proteina COX-2 (Figura 7), lo que hace
corresponder en el caso del extracto la inhibicion de la expresion del ARNm de la COX-2 con
la reduccidon de la expresion de la proteina en el sistema celular utilizado. El extracto (400

ug/mL) y la rnan%iferina (40 uEg/mL) tienen similar efecto inhibitorio sobre la expresion de la
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enzima COX-2, lo que sugiere que la presencia de mangiferina en el extracto de M. indica esté

relacionada con el efecto inhibitorio de este sobre los niveles de COX-2.
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Figura 6. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en los niveles de ARNm de COX-1
y COX-2 en macréfagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNYy, determinado por RT-PCR.
A) analisis 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 analisis 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 estadisticamente
significativas (p<0,05) entre grupos.

3.1.8. Efecto in vitro del extracto de M. indica sobre los niveles de ARNm de NFkB e IkB
en macrofagos peritoneales murinos

Los efectos del extracto de M. indica en la expresién de los genes que codifican para el
complejo NFkB/IkB se evaluaron por RT-PCR y se demostrdo que el extracto reduce
significativamente (p<0,05) los niveles d¢ ARNm de NFxB a las concentraciones de 40 y 400

ug/mL (Figuras 8A, C), al igual que la dexametasona a concentracion de 40 pg/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 IxkB (Figura. 8A, B).
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Figura 7. Efectos in vitro del extracto de M. indica y mangiferina en los niveles de proteina COX-2 en
macrofagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNy, 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 densitometria. Letras distintas representan diferencias estadisticamente

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 macrdéfagos peritoneales murinos

La reaccion de reverso-transcripcion con reaccion multiple de la polimerasa en cadena (RT-
MPCR) es un método muy sensible y exacto para medir los niveles de expresion de multiples
genes [Dostal y cols., 1998]. Mediante esta técnica, se evaluaron los efectos del extracto de M.
indica en la transcripcion del ARNm de varias citocinas producidas por los macréfagos: 1L-1f3,

IL-6, GM-CSF, TGFB y TNFa. En este ensayo se utilizo la dexametasona como farmaco de

referencia, la cual presenta un conocido efecto inhibitorio sobre la transcripcion 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 IxB y
NFxB en macrofagos peritoneales murinos estimulados con LPS e IFNY, determinado por RT-PCR. A)
analisis de los productos de RT-PCR en el gel de agarosa 2 %; B y C) Niveles de ARNm de IxkB y
NFxB respectivamente, cuantificados por analisis 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 estadisticamente significativas
(p=0,05) entre grupos.

El extracto de M. indica a concentraciones de 40 y 400 pg/mL redujo significativamente
(p<0,05) los niveles de ARNm de TNFo, IL-1B y el GM-CSF, sin afectar los niveles de
ARNm de IL-6 e incrementando significativamente (p<0,05) los de TGFP (Figura 9B). A
concentracion de 40 pg/mL, la dexametasona disminuyo significativamente los niveles de

ARNm de todas las citocinas evaluadas excepto el TGF (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,
TNFa, IL-1B, TGFB y GM-CSF en macrdfagos peritoneales murinos estimulados con LPS ¢ IFNY,
determinado por RT-PCR. A) Analisis de los productos de RT-MPCR corridos en un gel de agarosa 2
%; B) niveles de ARNm cuantificados por analisis 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 estadisticamente
significativas (p<0,05) entre grupos para una misma citocina.

3.1.10. Efecto del extracto de M. indica sobre la expresion de TNFa en macréfagos
peritoneales murinos

Se evalu6 ademas mediante un ensayo inmunoenzimatico el efecto del extracto en las
concentraciones de TNFa y se demostrd que a 40 y 400 pg/mL redujo significativamente
(p<0,05) la concentracion de TNFo. El efecto del extracto fue dependiente de la
concentracion, con coeficiente de correlacion C(x) vs porciento de inhibicion de 0,97 y una

Clso de 85,73 png/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 macrdéfagos peritoneales
murinos, con efecto dependiente de la concentracion, coeficiente de correlacion C(x) vs

porciento de inhibicién de 0,96 y una Cls de 45,06 wg/mL (Figura 10).
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Figura 10. Efectos in vitro del extracto de M. indica y dexametasona en las concentraciones de TNFou
en sobrenadante de cultivo de macrofagos murinos estimulados con LPS e IFNYy, determinado por
ELISA captura. Los resultados representan la media = E.E.M. de tres experimentos independientes.
Letras distintas representan diferencias estadisticamente 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 proliferacion linfocitaria especifica al antigeno en ratones
inmunizados

El edema plantar inducido por OVA en animales previamente inmunizados con el mismo
antigeno desarrolla una reaccidon 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 vy tratados durante siete dias por via
oral con el extracto de M. indica e indometacina evidenciaron una significativa reduccion
(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 correlacion Dosis vs.

porciento de inhibicién de r*-0,9703 y una DEsy de 54,5 mg/kg. La méaxima inhibicion
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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 especifica a la estimulacion in vitro con OVA de los
esplenocitos de los ratones inmunizados con este mismo antigeno 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), alcanzdndose niveles similares a la de los

animales no inmunizados.

Tabla 4. Efecto del pretratamiento durante siete dias v.o con el extracto de M. indica, mangiferina e indometacina
en el edema plantar inducido por OVA en ratones inmunizados.

Dosis % inhibicion de la

Tratamientos (mg/ke) indice de edema (g) inflamacion alérgica.
No inmunizados - 19+0,7% -
Control - 52+4,8" -
Extracto de M. indica 50 38,9+0,7° 2

100 32,4+1,5¢ 39

250 229+38° 58

500 232+2° 59
Mangiferina 50 438+4,6 b 16
Indometacina 5 232+35° 57

Los resultados expresan el indice de edema (g) y el % de inhibicién de la inflamacion alérgica. Los
resultados constituyen la media + E.E.M de tres experimentos. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre grupos.
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Figura 11. Efecto del extracto de M. indica y la mangiferina en la proliferacion linfocitaria en respuesta
a OVA en ratones inmunizados, determinado por el ensayo de MTT. Los resultados constituyen la
media £ E.ELM de tres experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente 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 evalu6 el efecto del pretratamiento durante siete dias con el extracto
de M. indica y mangiferina en el incremento de permeabilidad capilar inducido por histamina
durante una reaccion cutdnea en ratas. Se utilizo 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 reaccion cutdnea inducida por la histamina como resultado del
incremento de permeabilidad capilar inducido por esta biomolécula, que provoca la
extravasacion del colorante azul de Evans administrado i.v (Tabla 5). El extracto evidencié un
efecto dependiente de la dosis, con un coeficiente de correlacion dosis vs % de inhibicidon de
r’= 0,9, una DEs, de 54,3 mg/kg y un efecto inhibitorio maximo de 73% a la dosis de 250

mg/kg.
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Tabla 5. Efecto del pretratamiento durante siete dias v.o con el extracto de M. indica, mangiferina y
prometazina en la reaccion cutanea inducida por histamina en ratas.

) Dosis Azul de Evans extravasado % inhibicion de la
Tratamientos .. . ,
(mg/kg) (nLg/sitio) reaccion cutanea.
Control - 23,12+ 1,11° -
Extracto de M. indica 50 16,15+ 1,3° 30,1
100 10,79+ 1,1 © 53,3
250 6,21 +1,4¢ 73,1
500 6,23+1,9¢ 73
Mangiferina 50 8,49 + 2,31 ¢ 63,2
Prometazina. 25 0,81+ 0,19°¢ 96,5

Los resultados expresan los g de azul de Evans extravasado/sitio, medida proporcional al incremento
de la permeabilidad capilar inducido por la histamina y constituyen la media = E.EM de tres
experimentos. Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre
grupos.

3.2.3. Efecto in vitro del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la liberacion 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 liberacion de histamina de los mastocitos se evalud por induccion de la desgranulacion
mastocitaria mediante la utilizacion del compuesto 48/80. Bajo las condiciones experimentales
utilizadas, la liberacion espontanea de histamina fue del 3,1% y la maxima desgranulacion
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 liberacion de histamina de los
mastocitos (Figura 12). En ambos casos, el efecto es dependiente de la concentracidon, con
coeficientes de correlacién C(x) vs. porciento de inhibicion de 1°-0,9774 y 0,9717 para el

extracto y la mangiferina, respectivamente. La Clsy del extracto fue de 51,8 pug/mL y 52,4

ug/mL para la mangiferina y en ambos casos se alcanzd un efecto inhibitorio maximo del 93%
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con la concentracion de 250 pg/mL. El cromoglicato disddico utilizado como farmaco de

referencia también inhibi6 significativamente la liberacion de histamina.
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Figura 12. Efecto del extracto de M indica, mangiferina y cromoglicato disodico (CGDS) en la
liberacion de histamina inducida por el compuesto 48/80 en mastocitos, determinado por un método

fluorescente. Letras distintas representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,01)
entre grupos.

3.2.4 Efecto del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la produccion de IgE en
ratones

Para la evaluacion del efecto del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la produccion de
IgE en respuesta a la inmunizaciéon con OVA, se determinaron los niveles de esta Ig mediante
la técnica de anafilaxia pasiva cutanea (APC) en ratas. La sensibilizacidn i.d de las ratas con
diferentes diluciones de los sueros de los ratones inmunizados con OVA vy tratados con las
diferentes dosis de las sustancias objeto de ensayo, con el posterior desencadenamiento de la
reaccion anafilactica por administracion endovenosa de OVA en las ratas, permitio 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 disminuciéon de la extravasacion del
colorante proporcional al incremento de la dilucién (Datos no mostrados, solo se muestra en la

tabla 6 el resultado para la dilucion de 1/256).
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El tratamiento durante 21 dias 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 OV A, evidencidé una
reduccion significativa (p<0,05) de los niveles de IgE anti-OVA producidos en respuesta a la

inmunizacion (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto del tratamiento v.o durante 21 dias 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
cutdnea.

Tratamientos Dosis Azul de Evails,.:xtravasado % de inhibicién de la extravasacidn
(mg/kg) Diluciér(luc;gels ls::;)ro 1256 del colorante
Control - 6,2+0,02*° -
Extracto de M. indica 50 6,9+0,08° -
100 3,5+0,05° 46,8
250 32+0,18° 51,6
500 3,1£0,15° 53,1
Mangiferina 50 3,6+0,06° 46,2
Ketotifeno 3 2,340,25° 60,8

Los resultados expresan los ig 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 estadisticamente significativas (p<0,05) entre grupos.

3.2.5. Efecto del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la respuesta de anafilaxia
pasiva cutanea mediada por IgE en ratas

El efecto del pretratamiento en ratas durante 21 dias con el extracto de M. indica y la
mangiferina en el desencadenamiento de la respuesta anafildctica cutdnea mediada por IgE se
evaluo a través de la sensibilizacion i.d en ratas con suero reaginico rico en IgE anti-OVA y la
posterior administracion 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, asi como mangiferina en dosis de 50 mg/kg, inhibieron significativamente (p<0,05)

el desencadenamiento de la reaccidon anafilactica en respuesta a la OVA (Tabla 7). La
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administracion endovenosa de 3 mg/kg de cromoglicato disdédico cinco minutos antes de la

exposicidn al antigeno, también mostrd una inhibicion significativa de la reaccion anafilactica.

Tabla 7. Efecto del tratamiento v.o durante 21 dias con el extracto de M. indica, mangiferina y
cromoglicato disodico (dosis unica i.v) en la respuesta de anafilaxia pasiva cutdnea mediada por IgE en

ratas
. Dosis Azul de Evans extravasado % de inhibicion de la
Tratamientos (Lg/sitio) extravasacion del colorante
(mg/ kg) Dilucién del suero 1/128
Control - 12,7+1,5°
Extracto de M. indica 50 8,2+0,5% 35,1
100 6,6+0,6° 47,9
250 59+0,6° 53,3
500 58+0,5° 54,3
Mangiferina 50 7,6 0,8 > 35,1
Cromoglicato dis6dico 3 56+1,4° 55,4

Los resultados expresan los g de azul de Evans extravasado/sitio, lo que es proporcional a la
magnitud de la respuesta anafilactica desencadenada. Letras distintas representan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre grupos.
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4. DISCUSION

El presente trabajo abordd la evaluacion del efecto inmunomodulador del extracto de M.
indica en dos aspectos fundamentales de la respuesta inmune: las funciones de los macréfagos
y la respuesta alérgica.

Las propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias de este extracto natural y de la mangiferina
[Martinez y cols, 2000; 2001a; Garrido y cols., 2001; 2004a,b; 2005; 2006] constituyeron los
principales antecedentes para esta investigacion, basado en la estrecha relacion entre la
respuesta inmune, el estrés oxidativo y la inflamacién [Matés y cols., 1999; 2000].

4.1. El extracto de M. indica y la mangiferina modulan importantes funciones de los
macroéfagos

Los macrdofagos son una poblacion celular de vital importancia para la respuesta inmune
porque participan en importantes procesos como la fagocitosis de particulas, la presentacion
de antigenos, la produccion de citocinas, ERO y ERN con el objetivo de controlar determinada
agresion al organismo. La sobre-estimulacion de estas células o los fallos en sus mecanismos
de regulacién puede inducir un estado inflamatorio créonico 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 macrofagos de roedores como la
quimiotaxis, la fagocitosis, la produccion de NO, la expresion de las enzimas NOS-2, COX-1
y COX-2, de citocinas involucradas en la respuesta inmune, del factor NFxB y su inhibidor
1xB.

La quimiotaxis y la acumulacién de macréfagos 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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adhesion, quimiocinas y citocinas [Khan y cols., 2003]. En este trabajo se demostré que el
extracto de M. indica y la mangiferina, en dosis i.p tnicas entre 10 y 150 mg/kg, inhiben la
acumulacion de macrdfagos en el peritoneo de las ratas en respuesta a un estimulo
inflamatorio. El efecto inhibitorio del extracto sobre la quimiotaxis de los macréfagos 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 accion sinérgica. Previamente se

publico un efecto inhibitorio in vitro del 80% en la quimiotaxis de neutréfilos a concentracion

de 200 pg/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 pg/mL) sobre la expresion
de ICAM-1 en células endoteliales HUVEC estimuladas con IL-1p [Beltran y cols., 2003].
Probablemente esta ultima evidencia contribuya a la reduccion de la migracion de los
macrofagos demostrada para el extracto. La inhibicién de la quimiotaxis de neutréfilos y
macrofagos asi como de la expresion de ICAM-1 conducen a una reduccion de la acumulacion
celular en los tejidos que puede ser beneficiosa en el tratamiento de desordenes inflamatorios e
inmunopatolégicos [Beltran y cols., 2003].

Existen reportes cientificos 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 expresion de ICAM-1 y los autores plantean
que pueden ser utiles en el tratamiento de determinadas patologias en las que la expresion
excesiva de ICAM-1 en la superficie de las células endoteliales de los vasos sanguineos
desempefia un papel fundamental [Yuuya y cols., 1999]. De la misma manera, una fraccion de

esteroles obtenidas del extracto de Sideritis foetens C. inhibe la infiltracion de neutréfilos y

macréfagos 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, ademés de la propia
destruccion del agente patdgeno, es la presentacion 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
presentacion antigénica constituye un mecanismo de amplificaciéon mediante el cual se activan
cada vez mas células Th1 por el reconocimiento de los péptidos antigénicos presentados en el
contexto MHC II de los macréfagos. Las células Thl secretan IFNYy y otras citocinas que a su
vez activan mas macrofagos, lo que conduce a una acumulacion y activacion celular que puede
terminar con el dafio tisular [Laskin y Pendido, 1995]. En el presente trabajo se demostrd que
el extracto de M. indica y la mangiferina inhiben in vitro la actividad fagocitica de
macréfagos peritoneales de ratas frente a particulas de levaduras. El efecto del extracto y de la
mangiferina a 10 pg/mL fue significativamente superior al obtenido para el resveratrol a 25
pug/mL, polifenol que tiene accion inhibitoria sobre la actividad fagocitica de macrofagos
[Leiro y cols., 2002]. Por otra parte, la mangiferina tiene un efecto inhibitorio sobre la
fagocitosis superior al del extracto, con una Clsp menor y una saturacion del efecto por encima
de los 10 pg/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 antagénico que conduzca a que el efecto del extracto sea inferior al de la
mangiferina, pero no aparecen reportes en la literatura acerca de la accion de otros
componentes del extracto sobre la fagocitosis. Aunque la accion del extracto y la mangiferina
en el proceso de presentacion de antigenos no se determind, la inhibicién de la fagocitosis

puede conducir a una inhibicién en este proceso, pues es el primer paso para el procesamiento
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y presentacion de antigenos, lo que podria sugerir que el extracto de M. indica y la
mangiferina inhiban ademas de la fagocitosis, la presentacion de antigenos en el contexto
MHC II. La literatura refiere que algunos polifenoles como la quercetina y la rutina inhiben la
presentacion de antigenos por las CPA a los linfocitos T sin afectar la expresion de MHC 11 ni
las moléculas coestimulatorias B7.1, B7.2 y CD40; y correlacionan este efecto inhibitorio
sobre la presentacion de antigenos con el efecto antioxidante de estos polifenoles [Gong y
Chen, 2003].

El NO es un importante mediador en las respuestas inmunes pues esta implicado en funciones
bioldgicas como el control de la presidn sanguinea, la agregacion plaquetaria, la defensa
frente a microorganismos infecciosos, entre otras [Martin y cols., 2000]. Cuando se produce
en exceso por activacion de la enzima NOS-2, puede inducir importantes dafios celulares que
se relacionan con la aparicion 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 investigacién se demostro que el extracto de M.
indica y la mangiferina (1-100 y 1-50 pg/mL, respectivamente) inhiben in vitro la produccion
de NO en macréfagos estimulados con LPS e IFNY. El efecto del extracto fue superior al de la
mangiferina, lo que sugiere que ademas 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 accion inhibitoria sobre la produccion de NO y que reduce la cantidad de
proteina NOS-2 citosélica por un mecanismo post-transcripcional [Tsai y cols., 1999].

Para profundizar en el mecanismo de accion del extracto de M. indica que permita explicar la
inhibicién de la produccion de NO, se diseiid una RT-PCR para determinar los niveles de

ARNm de la NOS-2 en sobrenadante de cultivo de macréfagos peritoneales estimulados con
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LPS e IFNYy. Los resultados demuestran que el extracto de M. indica, desde la concentracion

de 4 pg/mL, inhibe significativamente in vitro el proceso de transcripcion de los genes que
codifican para la enzima NOS-2 y que no hay un efecto concentracion dependiente en el rango
entre 4-400 pg/mL, lo que podria explicarse por la fuerte inhibicion ejercida a la menor
concentracion evaluada que satura el efecto e impide que este se incremente con el aumento de
la concentracidon. Por otra parte, cuando se compara el efecto inhibitorio del extracto con el de
dexametasona, farmaco utilizado como referencia, se observa que a igual concentraciéon de 40
pg/mL, la inhibicidn ejercida por el extracto sobre los niveles de ARNm de la enzima NOS-2
es superior al de la dexametasona.

En el afio 2003, Leiro y cols. publicaron que la mangiferina, en el rango de concentracion
entre 1-100 ug/mL, reduce los niveles del ARNm de NOS-2 y que el efecto a la concentracion
de 100 pg/mL es similar al obtenido con la misma concentraciéon de dexametasona. Esto
permite suponer que la inhibicidn en el proceso de transcripcion 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 logré demostrar que tanto la mangiferina como el extracto
inhiben in vitro las cantidades de proteina NOS-2 presentes en el sobrenadante de cultivo
celular. En el caso de la inhibicion de la expresion de la NOS-2, a diferencia de la inhibicion
sobre ARNm, el efecto del extracto si es dependiente de la concentracion, lo que sugiere que
podrian existir otros eventos modulatorios atin desconocidos en el complejo fendmeno entre la
transcripcion de ARNm y la biosintesis de la proteina. Sin embargo, todas estas evidencias
permite afirmar que el extracto de M. indica y la mangiferina reducen la produccion de NO
porque inhiben el proceso de transcripcion genética y la expresion de la enzima NOS-2 en los

macréfagos activados; y que la presencia de mangiferina en el extracto estd involucrada en
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este efecto, aunque otros componentes como la epicatequina que tiene accion inhibitoria sobre
la NOS-2 también puedan contribuir [Ahmed y cols., 2002]. Estos resultados complementan la
informacion existente sobre los efectos anti-inflamatorios y antioxidantes del extracto de M.
indica y concuerdan con la inhibicién demostrada para el extracto (100-500 pg/mL) sobre la
expresion de la NOS-2 en células endoteliales [Beltran y cols., 2004].

La literatura reconoce varios extractos naturales y componentes de origen natural que son
capaces de interferir de diversas formas con la via metabdlica del NO. El extracto metandlico

de Cyperus rotundus (5-100 pg/mL) inhibe produccion de NO y la expresion 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 expresion de la NOS-2 a
concentraciones de 10 uM [Whan y cols., 2001]. Estos compuestos de origen natural, al igual
que el extracto de M. indica, pudieran ser ttiles en el tratamiento de las enfermedades en las
cuales se ha demostrado que el incremento de los niveles de NO estd relacionado con su
fisiopatologia, 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 caracterizacion de las acciones del extracto de M. indica sobre las funciones
de los macrdfagos, se estudiaron ademas los efectos en la expresion de las enzimas COX-2 y
COX-1, responsables de la biosintesis de PG. El extracto de M. indica mostr6 una inhibicién
mas selectiva sobre la isoforma COX-2, pues inhibe los niveles de ARNm de COX-2 a
concentraciones entre 4 y 400 pg/mL mientras que el ARNm de COX-1 se inhibid solo a la
concentracion de 400 pg/mL del extracto. Estos resultados concuerdan con los de un estudio
realizado en ratas normotensas (SKY) e hipertensas (SHR), en el que se demostrd la

selectividad in vitro del extracto de M. indica sobre la COX-2, pues a 500 pg/mL no inhibid
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la expresion de la enzima COX-1 en células endoteliales de ambas lineas de ratas, mientras a
que concentraciones entre 100 y 500 pg/mL si inhibi6 la expresion de la COX-2 [Beltran y
cols., 2004].

Para comprobar que la inhibicion de la transcripcion del ARNm de la COX-2 se corresponde
con una reduccién en las concentraciones de la enzima y que ademds, la presencia de
mangiferina en el extracto estd involucrada en sus efectos, se demostrd que tanto el extracto
como la mangiferina redujeron significativamente los niveles de expresion de la proteina
COX-2. Todos estos resultados explican por qué el extracto y la mangiferina reducen in vitro
la produccion de PGE2 en macrdéfagos activados [Garrido y cols., 2004b], pues inhiben la
expresion de la enzima que participa en la biosintesis de este importante mediador
proinflamatorio.

Varios polifenoles incluida la epicatequina presente en el extracto, son capaces de inhibir la
expresion de COX-2 y la produccion 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 4acidos
linoleico, miristico, palmitico, estedrico y galico presentan actividades inhibidoras sobre la
COX-1 y la COX-2 [Calixto y cols., 2003; Madlener y cols., 2006]. Esto sugiere que, ademas
de la mangiferina, otros componentes pueden contribuir al efecto inhibitorio del extracto sobre
la expresion de la COX-2.

No abundan en la literatura reportes acerca de la selectividad de productos naturales en cuanto
a la inhibicion de la COX, aunque si existen varios con capacidad inhibitoria sobre la actividad
o la expresion de la COX-2. Por ejemplo, ergolide es una lactona sesquiterpénica que a 10 uM
inhibe la expresion de la COX-2 [Whan y cols., 2001], mientras que el 4cido linoleico presente

en el extracto de Angelica pubescens inhibe la actividad de la COX-1 con una Clso de 13,3
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uM [Liu y cols., 1998]. Existe una investigacidn con coumarinas presentes en Cachrys trifida

que si estudia la selectividad sobre las COX y refiere que imperatorin a 100 pM tuvo similar
inhibicidn sobre ambas isoformas de COX, mientras que isoimperatorin a esa misma
concentracion resulté mas 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, podria favorecer su utilizacién en el
tratamiento de la inflamacidon y contribuir a la reduccion de los dafios gastrointestinales
asociados a la inhibicién de la COX-1, pero debe prestarse especial atencion en el caso de
pacientes con riesgo cardiovascular. Los farmacos inhibidores selectivos de la COX-2
revolucionaron hace mas de una década el tratamiento anti-inflamatorio y la hipétesis de su
seguridad se basé en la premisa de que la isoforma COX-1 predomina en el estdmago y
produce PG protectoras de la mucosa gastrica, 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 produccion de prostaciclina vascular (PGI2), la cual es un
vasodilatador bioldgico y un inhibidor de la agregacion plaquetaria. De esta forma estos
farmacos, aunque no tienen efectos directos sobre el tromboxano A2 (TXA2), afectan el
balance homeostatico PGI2/TXA2 a favor de este ultimo y favorecen eventos tromboticos
cardiovasculares [Belton y cols., 2000]. Esto ha limitado la utilizacién de los inhibidores
selectivos de la COX-2 en pacientes con riesgo cardiovascular [Mukherjee y Topol, 2003].
Numerosos reportes enfocan la interaccion entre las vias del NO y las PG en los procesos
inflamatorios. Se ha demostrado que el NO es necesario para el mantenimiento prolongado de
la expresion de los genes de la COX-2 [Perkins y cols., 1999], asi como para su actividad

enzimatica, por tanto, la inhibicion que ejerce el extracto en la produccién de NO, como
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consecuencia de la inhibicion de la transcripcion de los genes de la NOS-2, puede contribuir
ademas a la reduccién de la expresion de la COX-2.

Las citocinas son mediadores proteicos involucrados en la mayoria de los procesos biologicos
incluido el crecimiento, la activacion y diferenciacion celular, la inflamacién 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 produccidn de citocinas. En esta investigacion se determinaron los efectos in vitro del

extracto de M. indica sobre la transcripcion de los genes que codifican para la IL-10, IL-6,

TNFo, TGFB y GM-CSF, pues son importantes citocinas producidas por los macrofagos. Los

resultados indicaron que el extracto de M. indica (40 y 400 pg/mL) redujo significativamente
in vitro los niveles de ARNm de TNFa, IL-1p y el GM-CSF, no afecto6 los niveles de ARNm
de IL-6 e incrementd significativamente los de TGFP. La dexametasona (40 pg/mL) usada
como referencia disminuy6 los niveles de ARNm de todas las citocinas evaluadas excepto el
TGEF-B. Tgualmente se determind que el extracto y la dexametasona disminuyeron in vitro la
cantidad de TNFa producida por los macrofagos, lo que hace corresponder la inhibicion del
ARNmM con la inhibicion de la sintesis proteica.

La literatura refiere que la mangiferina, el principal polifenol del extracto, inhibe in vitro la
expresion de los genes que codifican para TNFo. y favorece la expresion de TGFf en el rango
de concentracion entre 1-100 uM, 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 demostré la capacidad del

extracto de M. indica de inhibir la produccién de TNFa en lineas celulares de macrofagos
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[Garrido y cols., 2004a]. Igualmente, estos autores demostraron que el extracto de M. indica
reduce los niveles séricos de TNFo en un modelo in vivo de choque endotoxico [Garrido y
cols., 2004b], lo que corrobora toda la data experimental demostrada in vitro. En el presente
estudio se esclarece el mecanismo de accion del extracto de M. indica sobre el TNFo, hasta
nivel génico.

La inhibicidon sobre los procesos de transcripcion de los genes de TNFo, IL-1 y GM-CSF
confirman el efecto inmunomodulador del extracto de M. indica sobre las funciones de los
macréfagos y puede tener importante repercusion en sus futuras aplicaciones terapéuticas.
Estas tres citocinas son conocidas por sus cldsicas funciones proinflamatorias: la IL-1f
estimula la proliferacion de células T, la quimiotaxis de macrdéfagos, la adhesion endotelial de
los neutrofilos y monocitos circulantes y la sintesis de la COX-2 [Dinarello, 2004b]; el TNFo
promueve la inflamacién y la infiltracion leucocitaria por activacion de NFxB, lo que conduce
a la produccion de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion, receptores, enzimas y otros
mediadores y activa la enzima fosfolipasa A2 con el consecuente incremento de los
metabolitos del 4cido araquidénico [van Puidenbroek y cols., 1999]; y el GM-CSF estimula la
diferenciacion irreversible de las células progenitoras de granulocitos y macrofagos, tiene
poder quimiotéctico sobre diferentes tipos celulares e induce la produccion de ERO en los
macrofagos [Monroy y cols., 1990]. La excesiva produccion de estas citocinas se manifiesta
en enfermedades cronicas como la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la esclerosis
multiple, entre otras [Medzhitov, 2001; Zhao y Schwartz, 1998; Kulmatycki y Jamali, 2001].
La reduccion de la expresion de estas tres citocinas reviste especial importancia para la
validacion de las propiedades inmunomoduladoras del extracto de M. indica sobre las

funciones de los macrdfagos y contribuye a la explicacion de sus mecanismos anti-
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inflamatorios. Por otra parte, el incremento de la expresion de TGFP confirma estas
propiedades anti-inflamatorias del extracto, pues esta citocina inhibe la proliferacion de
linfocitos T, la sintesis de GM-CSF e IL-3, la expresion del receptor del G-CSF y la sintesis
de algunas citocinas pro-inflamatorias en el macrofago [Lum y cols., 1996; Huang y Huang,
2005], efectos que contribuyen a su clasificacion como citocina anti-inflamatoria. Ademas,
desempefia un papel importante en la reparacion de los cartilagos y se ha demostrado que la
pérdida de la capacidad de respuesta celular a esta citocina favorece la aparicion de
osteoartritis [Blaney y cols., 2005].

Existen varios farmacos disefiados para modular la accién de citocinas y contribuir a la
mejoria terapéutica en enfermedades con desdrdenes inmunopatologicos. Por ejemplo, la
forma recombinante del antagonista del receptor de IL-1, denominada anakinra, previene la
union de la IL-1 a su receptor por un mecanismo cldsico de antagonismo competitivo y se ha
estudiado en el tratamiento de la artritis reumatoide. Igualmente, la terapia anti-TNF con
farmacos 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 sintesis de citocinas. Varios terpenoides y

alcaloides presentes en Tripterygium wilfordii tienen actividad inhibitoria a 10 pug/mL sobre la

produccion de TNFo, IL-6, IL-8, IFNy, IL-1B, 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 fraccién de polifenoles presentes en el té verde reducen la
produccion de TNFa 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

mas 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 estan presentes en el extracto de M.
indica, son capaces de disminuir la produccion de IL-1P e incrementar los niveles de IL-10
[Crouvezier y cols., 2001].

Existe un riesgo en la estrategia terapéutica que implica bloquear la sintesis 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 expresion
de las citocinas proinflamatorias. No obstante, numerosas evidencias han demostrado que las
citocinas y sus receptores estan involucrados en la fisiopatologia 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 farmacos anti-
inflamatorios de relevancia clinica [Calixto y cols., 2003]. Por tanto, a pesar del riesgo de
susceptibilidad a determinadas infecciones, el bloqueo de diferentes citocinas como la IL-1f3,

IL-6, TNFa, GM-CSF vy otras, ha demostrado una importante mejoria en pacientes aquejados

de enfermedades inmunopatoldgicas como la artritis reumatoide y osteoartritis [Dinarello,
2004a] y en tal sentido, el bloqueo de la produccidon de estas citocinas por el extracto de M.
indica pudiera ser util en el tratamiento de estas enfermedades.

La expresiéon de citocinas, enzimas, receptores y otras proteinas estd controlada por la
activacion de importantes factores de transcripcion nuclear. EI NFkB es uno de estos factores,
el cual se encuentra localizado inactivo en el citoplasma celular por uniéon al complejo IxkB.

Este complejo, por la estimulacion de diferentes receptores celulares como TLR, TNF-R, IL-

IR asi como por accion de las ERO, puede activarse y traslocarse al nucleo para inducir la

transcripcion de genes que codifican para moléculas de adhesion, proteinas de fase aguda,
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citocinas, receptores, quimiocinas, enzimas, factores de crecimiento asi como algunos de sus
propios componentes [Li y Verma, 2000; Leiro y cols., 2004]. Para la activaciéon de NFxB es
necesaria la fosforilacion de IkB por accion de las IKK y la posterior ubiquitinacion y
degradacion de IkB en el proteosoma. De esta forma queda libre NFxB para traslocarse al
nucleo y unirse a los sitios conocidos como kB en la secuencia del promotor de genes
inducibles para favorecer la transcripcion y la expresion 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 activacion del NFkB se estudiaron
previamente mediante un ensayo de movilidad electroforética que demostrd6 que a
concentracion de 25 pg/mL inhibe la degradacion de IxkB y por tanto evita la traslocacion del
NEF-«kB al nucleo cuando la activacion es inducida por TNFa [Garrido y cols., 2005]. En los
resultados del presente trabajo se demuestra que el extracto, a concentraciones entre 40-400
pg/mL, inhibe la transcripcidn de los genes que codifican para el NFxB sin afectar la
transcripcion de los genes del complejo IkB, lo cual se traduce en que se afecta la expresion de
las subunidades proteicas que constituyen NFkB con una reduccion de su disponibilidad en el
citoplasma celular, mientras que se garantiza la expresion del inhibidor IkB.

Por otra parte, los genes que codifican para las subunidades del complejo de kinasas IKK se
expresan por activacion del propio NFkB [Leiro y cols., 2004; Thompson y cols., 1995]. Por
tanto, la reduccion de la expresion y activacion (al menos la inducida por TNFo) de NFxB en
el citoplasma ejercida por el extracto puede implicar una reduccion en la transcripcion de los
genes de las kinasas IKK encargadas de degradar IxB, lo que contribuye a la permanencia del

inhibidor acoplado a NFxB y por tanto evitaria su activacion.
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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 vias de sefializacidon
intracelular mediadas por NFkB, lo que conduce a la inhibiciéon de la activacion
transcripcional de los genes controlados por este factor transcripcional, la mayoria de los
cuales estan implicados en la respuesta inmune e inflamatoria, lo que contribuye notablemente
al esclarecimiento de sus mecanismos de accion anti-inflamatoria e inmunomoduladora. Por
tanto, muchos de los resultados antes descritos para el extracto de M. indica en la presente
investigacion, como son la inhibicidn de la produccion de NO, de la expresion de la NOS-2 y
la COX-2, de la transcripciéon de los genes de TNFa, IL-1B, y GM-CSF en macrdéfagos
murinos, asi como otros previamente publicados como la reduccion en la expresion de
ICAM-1 en células endoteliales [Beltran y cols., 2003], pueden estar relacionados con la
inhibicién que ejerce sobre la expresion y activacion de NFxB como mecanismo molecular

primario responsable de la mayor parte de los efectos anti-inflamatorios € 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 activacion de NFkB. Este polifenol (10 uM) reduce la expresion
del 40% de los genes que se expresan bajo activacion de NFxB, especificamente inhibe la

expresion de genes de la familia Rel/NFxB/IkB lo que implica un efecto inhibitorio sobre la

transduccidon de sefiales mediadas por NFkB; genes del factor asociado al receptor de TNF
(TRAF-6) lo que indica un posible bloqueo de la activacién de NFkB inducida por LPS,

TNFa o IL-1; genes de las citocinas IL-1c, IL-6, IL-12, TNFa, RANTES, G-CSF, GM-CSF,

y M-CSF; genes de receptores como TLR6, TLR7, TLR8 y TLR9 y de moléculas de adhesion
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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 inhibicion obtenida con el extracto de M indica sobre la expresion y activacion

in vitro de NFxB, asi como de la expresion de los genes que codifican para las citocinas IL-1f,

TNFo 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 activacion de NFxB [Sen y cols., 2006]. Ademas,
recientemente se ha demostrado que las catequinas presentes en el té tienen sitios especificos
de unién 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
inhibicion de los procesos de transcripcion antes descritos.

El amplio control que ejerce NFkB sobre la expresidn de numerosos genes es diana de
muchos farmacos anti-inflamatorios e inmunomoduladores. Por ejemplo, algunos de los
efectos inhibitorios sobre citocinas y enzimas proinflamatorias ejercidos por los
glucocorticoides son consecuencia de la inhibicidn que ejercen sobre NFxB, mediada por un

incremento en la transcripcion y expresion del inhibidor IkB, lo que favorece la permanencia

de NFxB 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 transcripcion nuclear. Las lactonas sesquiterpénicas de Arnica montana y Ligusticum

chuanxiong, el extracto de té verde (10-50 pg/mL), asi como los extractos de Punica granatum

L. y de la Morinda officinalis interfieren por diversas vias con la activacion de NFxkB 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 inhibicion de NF-kB puede ser util en el tratamiento de enfermedades inflamatorias
agudas y cronicas, 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 activacion 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 expresion y activacion de NFxB, de

ser comprobados in vivo, pueden ser de utilidad para el tratamiento de estas y otras patologias
que posean mecanismos fisiopatologicos similares.

En resumen, los resultados de la caracterizacion de los efectos inmunomoduladores del
extracto de M. indica sobre algunas funciones de los macréfagos 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 fagocitica, la transcripcion de los genes que codifican para

NOS-2, COX-2, TNFo, GM-CSF, IL-1B, NFkB, la produccién de NO e incrementar la
produccion de TGFp. Estos resultados permiten concluir que, ademas del efecto antioxidante y
anti-inflamatorio demostrado previamente para el extracto, este posee actividad
inmunomoduladora sobre las funciones de los macréfagos.

Los efectos demostrados para la mangiferina en esta investigacidon, permiten sugerir que esta
involucrada en los efectos demostrados para el extracto sobre las funciones de los macréfagos,
pues en todos los experimentos en los que se evalud, asi como en los reportes cientificos de
sus acciones farmacologicas, hay una correspondencia de tipo cualitativa entre el efecto

farmacoldgico del extracto y la mangiferina a dosis o concentraciones equivalentes (dosis o
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concentracion 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 fagocitica, el efecto del extracto resultd superior al de la mangiferina, lo que sugiere
que otros componentes del extracto, como los demas polifenoles, los terpenoides, los acidos
grasos o los microelementos pueden de alguna manera estar también involucrados en los
efectos observados para el extracto.

Tabla 8. Comparacidn 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 macrofagos.

Efecto farmacologico Dosis Extracto de Dosis Mangiferina
(% de inhibicion) o C(x) M. indica o C(x)

Inhibicion in vivo de la quimiotaxis 100 mgkg 88% 10 mgkg 25%

100 10 pug/mL 59%
Inhibicidn de la fagocitosis 53,1%

Hg/mL

100 10 pg/mL 41,5%
Inhibicion de la produccion de NO 63,3%

Hg/mL

400 40 pg/mL 48,1%
Inhibicidn de la expresion de la NOS-2 65,7%

Hg/mL

400 40 pg/mL 32,5%
Inhibicién de la expresion de la COX-2 38 %

Hg/mL

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 ultimas décadas [Woolcock,
2000]. El incremento de la incidencia de las enfermedades alérgicas mantiene proporciones

epidemiologicas tanto en los paises desarrollados como subdesarrollados: rinitis alérgica 10-
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50%, asma 5-15%, dermatitis atopica 10-20%, con una reduccion 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 poblacion es alérgica, mientras en niflos y adolescentes el
porcentaje aumenta al 56%, estadistica que refleja la necesidad de andlisis y de reflexion pues
esto constituye un problema de salud nacional [ Atiénzar, 2006].

Por estas razones, se continian las investigaciones en la caracterizacion fisiopatologica de las
enfermedades alérgicas y en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos. En tal sentido, la
presente investigacion estudio 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 estandar reconocido por la literatura para estos tipos de modelos
experimentales [Kim y cols., 2005b].

En la presente investigacion 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 inmunizacion repetida con OVA i.p en ratones y la posterior induccién de un
edema plantar con el mismo alergeno, lo que desarrolla una alergia inflamatoria mediada por
mastocitos, caracterizada por activacion del receptor de triptasa PAR-2, infiltracién 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 evidencid 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, si existen reportes de la baja biodisponibilidad por via oral

de la mangiferina [Geodakyan y cols., 1992] y de los polifenoles de forma general;
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posiblemente debido a una pobre absorcién y un amplio metabolismo en intestino [Sanugul y
cols., 2005] y en higado [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 dias de tratamiento.

En este estudio se determinaron ademas los efectos in vivo del extracto de M. indica y la

mangiferina sobre la proliferacion de los esplenocitos en respuesta a la estimulacidon 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 antigeno, los clones
especificos que se activaron durante la inmunizacién in vivo, respondieron a la reexposicion al
antigeno con el incremento del numero de linfocitos especificos, proceso conocido como
proliferacion 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
especificos para la OVA, lo que conduce a una disminucion 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 estd totalmente aclarado, quizas pueda
ocurrir a través de la supresion de los efectos de la IL-2 y alguna otra citocina, o el bloqueo de
su receptor. Previamente, se demostrd que el extracto de M. indica a una concentracion tan
baja como 10 pg/mL inhibe en un 90% la proliferacion mediada por el TCR en células T
humanas estimuladas con el superantigeno SBE y reduce ademads la expresion de CD25 en la
superficie de las células T, molécula que constituye la cadena o del receptor de IL-2. De esta
forma el extracto interfiere con la actividad de la IL-2, la cual es el principal estimulo para la

proliferacion de células T [Garrido y cols., 2005].
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Los mastocitos son células muy comprometidas en la fisiopatologia de las enfermedades
alérgicas por su capacidad secretora de importantes mediadores en respuesta a su activacion
dependiente o independiente de IgE. Estas células sintetizan y secretan un importante niimero
de citocinas que regulan tanto la sintesis de IgE como el desarrollo de la inflamacidon
eosinofilica y hoy se reconoce que pueden tener un papel central en la iniciacion de la
respuesta alérgica porque al ser activados por mecanismos independientes de IgE,
proporcionan sefiales a las células B para la sintesis de IgE y para la diferenciacion 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
secrecion de moco. Las acciones mas inmediatas de la histamina incluyen la dilatacion de los
vasos sanguineos que causa una disminucion de la resistencia periférica total, incremento de la
permeabilidad vascular con la consiguiente extravasacion de macromoléculas y liquido que
conducen a la formacion del edema y fallo en la presion sanguinea 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 reacciéon cutdnea inducida por histamina
en ratas y en la liberacion de este mediador por los mastocitos, como parte del estudio de sus
propiedades inmunomoduladoras en la respuesta alérgica.

El pretratamiento durante siete dias con el extracto de M. indica (50-500 mg/kg) y la

mangiferina (50 mg/kg) inhibid significativamente la reaccidn cutdnea inducida por la
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histamina en ratas. La administracion intradérmica de histamina en la zona dorsal de las ratas
provocd un incremento de permeabilidad capilar que permitié la extravasacion del colorante
azul de Evans y la visualizacion de la reaccidn cutdnea. El extracto y la mangiferina
impidieron la extravasacion del colorante y la visualizacion de la reaccion cutdnea 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 evitaria la interaccion de la histamina con sus receptores y por
tanto, el incremento de permeabilidad capilar. Los resultados obtenidos en la evaluacion de la
mangiferina permiten sugerir que este componente estd involucrado en los efectos del
extracto.

Por otra parte, el extracto de M. indica y mangiferina (50-250 pg/mL) inhibieron in vitro la
liberacién de histamina inducida por el compuesto 48/80 en mastocitos peritoneales de ratas,
lo que evidencia que por algiin mecanismo ain no esclarecido, el extracto interfiere en la
desgranulacién mastocitaria. Se conoce que el compuesto 48/80 incrementa la concentracion
de calcio intracelular, activa proteinas G e incrementa la permeabilidad de la membrana
lipidica, lo que estimula la liberacion de mediadores almacenados en los granulos
citoplasmaticos de los mastocitos [Kim y cols., 2002], lo que puede estimular hasta un 90% de
liberacién de la histamina almacenada en estas células [Allansmith y cols., 1989]. Algunos
farmacos antialérgicos como cromoglicato disédico ejercen su accion mediante la inhibicion
de la liberacion de iones calcio de sus depdsitos intracelulares, lo que estabiliza la membrana
celular y evita la desgranulacion mastocitaria [Tasaka y cols., 1986] y quizds un mecanismo
similar pueda explicar la reduccion en la liberacion 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 produccion local en enfermedades alérgicas de las vias aéreas [Smurthwaite y
Durham, 2002]. Ademads, se conoce que pacientes con rinitis alérgica o asma atdpica tienen
incrementos en la expresion del receptor FceRI en mastocitos y baséfilos y que este estd
sobrerregulado por IgE o IL-4 [Yamaguchi y cols., 1997]. Varias de las terapias para la alergia
se basan en la inhibicion de la produccion de IgE o de su interaccidbn con receptores
especificos. Por ejemplo, se han desarrollado anticuerpos monoclonales humanizados como
omalizumab, que bloquean la unién 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 estd altamente implicada en el desencadenamiento y
mantenimiento de la respuesta alérgica. En este estudio se demostrd que el tratamiento durante
21 dias por via oral con el extracto de M. indica (100-500 mg/kg) redujo significativamente la
produccion de IgE en respuesta a la inmunizacion con OVA en ratones (el tiempo de
tratamiento de 21 dias se justifica por el hecho de que en este modelo se necesitaban activar
mecanismos inmunoldgicos que requieren un periodo de tiempo superior a los siete dias). La
presencia de mangiferina contribuye parcialmente a los efectos del extracto, pues a la dosis de
50 mg/kg también redujo la produccion de IgE. El hecho de que en este modelo en ratones con
21 dias de tratamiento se haya encontrado un efecto significativo para la mangiferina y no
haya sido asi en el modelo del edema plantar (también en ratones pero con siete dias de
tratamiento), sugiere que el tiempo de tratamiento puede influir en la actividad de este

polifenol.
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La inhibicion de la proliferacion linfocitaria especifica a la OVA demostrada para el extracto y
la mangiferina en esta investigacion podria explicar sus efectos inhibitorios sobre la
produccion de IgE, mediante la reduccion del numero de células B capaces de producir esta Ig.
Se demostré ademds que el extracto de M. indica (100-500 mg/kg) y la mangiferina (50
mg/kg) inhiben la respuesta de anafilaxia pasiva cutdanea mediada por IgE, un modelo de
reaccion alérgica tipo I en ratas sensibilizadas con IgE-antiOVA. Este método se basa en la
capacidad de la IgE-antiOVA administrada durante la sensibilizacion, de fijarse a los
receptores Fce de los mastocitos y en una reexposicion al antigeno desencadenar la reaccion
anafilctica a través de la liberacidon de sus mediadores, lo que conduce a un incremento de la
permeabilidad vascular con la consecuente extravasacion del colorante y la aparicion de la
mancha en la piel de las ratas. Por tanto, el efecto inhibitorio del extracto y la mangiferina en
este modelo de respuesta anafilactica, asi como su capacidad de inhibir in vitro la liberacion de
histamina, pudieran estar relacionados con algin mecanismo que involucre la inhibicion de la
desgranulacién mastocitaria.

Todos los resultados hasta aqui expuestos evidencian que el extracto de M. indica tiene
propiedades inmunomoduladoras sobre la respuesta alérgica debido a la inhibicidn del modelo
de alergia inflamatoria, la proliferacion linfocitaria, la reaccion cutdnea a la histamina, la
liberacion de histamina de los mastocitos, la produccion de IgE y la anafilaxia cutdnea.
Ademas, permiten apreciar que la mangiferina esta comprometida en los efectos del extracto,
porque se demostrd que sus efectos farmacoldgicos 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 acido géalico, el

acido linoleico y las catequinas también pudieran estar comprometidos. El acido gélico
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disminuye la liberacion de histamina inducida por IgE y por el compuesto 48/80 en
mastocitos, efecto mediado por la modulacion del AMPc y el calcio intracelular, efecto similar
al del CGDS [Kim y cols., 2006a]. Por su parte el acido linoleico también tiene efecto
inhibitorio en la alergia por reduccion de la liberacion de histamina y la produccion de
eicosanoides [Noli y cols., 2006] y las catequinas reducen la inflamacién aérea en un modelo
de asma bronquial mediante la inhibicion de la produccion de metaloproteinasas y ERO [Kim
y cols., 2006b].

Tabla 9. Comparacion 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 farmacologico Dosis Extracto de Dosis Mangiferina
(% de inhibicion) o C(x) M. indica o C(x)

Inhibicion de la proliferacion 500 mg/kg 33,4 % 50 mg/kg 17,4 %
linfocitaria
Inhibicion de la reaccion cutdnea 500 mg/kg 73 % 50 mg/kg 63,2 %
inducida por histamina
Inhibicion de la liberacion de 250 ug/mL 93,8 % 50 ug/mL 42,3 %
histamina
Inhibicion de la produccion de 500 mg/kg 53 % 50 mg/kg 46 %
IgE
Inhibicion de la respuesta 500 mg/kg 54,3 % 50 mg/kg 35,1 %
anafilactica

Existen varios productos naturales que modulan de diferentes formas pardmetros de la

respuesta alérgica. Por ejemplo, preparaciones obtenidas de los frutos de Rubus coreanus (10-

1000 mg/kg) inhiben el choque anafilactico sistémico inducido por el compuesto 48/80 y a
concentraciones de 1-1000 pg/mL inhibe la liberacion 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 reaccion inflamatoria alérgica

mediada por mastocitos [Kim y cols., 2003], a la misma concentracion a la que el extracto de
M. indica inhibe este mismo tipo de reacciéon. EIl Pycnogenol® (20-160 pg/mL) reduce la
liberacion 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 produccion de IgE, la reaccion anafilaxia cutdnea y la
liberacion de histamina de los mastocitos [Kim y Shin, 2005; Kim y cols., 2005b].

Las propiedades antialérgicas del extracto de M. indica pueden explicarse ademas por otras
evidencias experimentales previamente citadas, como sus efectos antioxidantes [Sanchez y
cols., 2000; Martinez y cols., 2001]. La formacion y los efectos de las ERO han sido
extensamente estudiados y se ha demostrado que estan involucrados en la fisiopatologia de las
enfermedades alérgicas. Por ejemplo, se ha comprobado que las ERO pueden inducir la
liberacién 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 ademds que las ERO incrementan la respuesta contractil a la histamina en la
musculatura de las vias aéreas [Sadeghi-Hashjin y cols., 1996]. Igualmente, se ha comprobado
una disminucién en la capacidad antioxidante total en el suero y en el fluido bronqueoalveolar
de pacientes asmaticos [Henricks y Nijkamp, 2001], asi como concentraciones elevadas de
peroxinitritos, peroxido de hidrégeno y NO en el suero de pacientes con asma bronquial,
rinitis alérgica y dermatitis atdpica [Bowler y Crapo, 2002]. Por tanto, si las ERO son

importantes en la fisiopatologia de las enfermedades alérgicas y la mejoria 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 eosinofilos constituyen otra de las poblaciones celulares implicadas en la fisiopatologia
del asma bronquial y otras enfermedades alérgicas [Leckie y cols., 2000]. Recientes
investigaciones han estudiado los efectos del extracto de M. indica sobre la migracion y
funciones de los eosindfilos. En este sentido, se disefid un modelo murino de infestacion 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 caracteristicas del asma como el
incremento de los niveles séricos de IgE [Brunello y cols., 1983] y la inflamacion de las vias
adreas [Buijs y cols., 1995a,b]. En ese estudio se demostrd que el tratamiento con 50 mg/kg
del extracto de M. indica durante 18 dias en ratones Balb/c infestados con T. canis reduce la
migracion de eosinofilos al fluido bronqueoalveolar y a la cavidad peritoneal, la generacion de
eosinodfilos en la médula dsea, la eosinofilia en sangre y la produccion de IL-5 [Sa-Nunes y
cols., 2006], el cual es un importante factor para el reclutamiento y activacion de eosinéfilos
[Greenfeder y cols., 2001]. Estos resultados contribuyen al esclarecimiento del mecanismo de
accion antialérgica del extracto de M. indica.

Las propiedades inmunomoduladoras del extracto de M. indica en las funciones de los
macréfagos, demostradas en la primera parte de la presente investigacion, también pueden
contribuir a la explicacion de sus propiedades antialérgicas. La interferencia con la via
metabdlica del NO por inhibicidon de la expresion de la NOS-2 puede ser importante para el
tratamiento del asma, pues se ha demostrado un incremento en la exhalacion de NO y en las
concentraciones de nitritos en suero de pacientes asmaticos como resultado de su produccion

incrementada en células inflamatorias como los macrdfagos [Kharitinov y cols., 1994;
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Nadeem y cols., 2003]. La inhibicién de la expresiéon de IL-1p también puede tener
repercusion en la mejoria del asma bronquial, pues se ha comprobado que la produccion de
esta citocina estd aumentada en estos pacientes, que causa inflamacion pulmonar caracterizada
por infiltrados de neutrofilos y macréfagos y que contribuye al remodelamiento de las vias
adreas caracteristico de esta enfermedad [Lappalainen y cols., 2005]. La modulaciéon de la

expresion de citocinas, como la inhibicidn de TNFa y la estimulacion de TGF[} también puede

ser de utilidad para el tratamiento de la dermatitis atopica, pues se ha demostrado que el TNFau

induce la produccion de las quimiocinas MCP-1 y RANTES por los keratinocitos y que el
TGEP ejerce accion anti-inflamatoria y participa en la reconstitucion del tejido cutaneo
lesionado [Leung y cols., 2003].

La inhibicién que ejerce el extracto de M. indica sobre la expresion y activacion de NFxkB
puede tener repercusion en el tratamiento de enfermedades alérgicas, especialmente el asma
bronquial, pues muchas de las proteinas inflamatorias que se expresan en las vias aéreas de los
asmaticos estan reguladas, al menos en parte, por este factor de transcripcion. Estas incluyen:
las citocinas proinflamatorias IL-1B y TNFa que amplifican la cascada inflamatoria; el GM-

CSF que prolonga la supervivencia de los eosindfilos; quimiocinas como RANTES, MCP-3 y

eotaxina que reclutan eosindfilos en las vias aéreas; la enzima NOS-2 y las moléculas de

adhesion como ICAM-1 y VCAM-1. Se ha demostrado ademdas un incremento en la activacion

de NF«B en células epiteliales y macrofagos de las vias aéreas de pacientes asmaticos [Barnes
y Adcock, 1997; 1998].

Otro hallazgo importante en el suero de los pacientes asmaticos es la deficiencia de selenio, un
cofactor esencial para la glutation peroxidasa, una de las enzimas antioxidantes mas

importantes en el pulmon [Barnes y Adcock, 1997; Dworski, 2000]. La suplementacion con
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selenio en pacientes asmaticos mejora la actividad de esta enzima y la evaluacidn clinica de
los pacientes [Henricks y Nijkamp, 2001]. El extracto de M. indica contiene cantidades de
selenio en la dosis diaria recomendada [Nufiez-Sellés y cols., 2002], por lo que la
administracién de dicho extracto pudiera contribuir a una mejoria en los pacientes asmaticos.
Por tanto, todos los argumentos anteriores soportan la afirmacion 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 atopica, 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 macrofagos
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 relacidn de productos naturales
con propiedades inmunomoduladoras.

Este trabajo profundiza en la caracterizacion molecular de los mecanismos de accidon
implicados en la modulacion de las funciones de los macrofagos y de la respuesta alérgica por
el extracto de M. indica y constituyen un aporte importante a la base farmacoldgica preclinica
necesaria para la realizacion de futuros ensayos clinicos controlados en enfermedades como la
artritis reumatoide, el asma bronquial, la rinitis alérgica y la dermatitis atdpica, pues el efecto
inmunomodulador del extracto interfiere con varios de los mediadores celulares y moleculares
implicados en la fisiopatologia de estas enfermedades. El posible tratamiento de los pacientes

aquejados de estas enfermedades inmunopatoldgicas con el extracto de M. indica, solo o como
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adyuvante en otras terapias convencionales, podria repercutir en la mejoria del cuadro clinico
de la patologia y en la calidad de vida de los pacientes con bajo riesgo de aparicion de

reacciones adversas.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

6.

10.

El extracto acuoso de la corteza de M. indica inhibe importantes funciones de los

macréfagos como la quimiotaxis in vivo, la fagocitosis y la produccidon de 6xido nitrico

in vitro en macréfagos peritoneales de rata, efecto dependiente en todos los casos de la
dosis o la concentracion utilizada.

El extracto acuoso de la corteza de M. indica (40-400 pg/mL) inhibe la expresion de las
proteinas NOS-2 y COX-2 mediante la inhibicidén de la transcripcion de los genes que las
codifican en macrofagos peritoneales murinos. Inhibe ademas el proceso de trascripcion
de los genes de las citocinas TNFa, IL-18 y GM-CSF y estimula el de TGFp.

El extracto acuoso de la corteza de M. indica (40-400 pg/mL) reduce la disponibilidad
citoplasmatica del NFxB por inhibicidn del proceso de transcripcion de los genes que
codifican para las proteinas del complejo NFkB sin afectar el de su inhibidor IxkB en
macréfagos peritoneales murinos.

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
ademas la proliferacion linfocitaria especifica a la OVA de los esplenocitos, lo que
disminuye la cantidad de linfocitos capaces de contribuir a la respuesta alérgica.

El extracto acuoso de la corteza de M. indica (100-500 mg/kg) inhibe importantes
pardmetros de la respuesta alérgica como la reaccion cutdnea a la histamina, la
produccion de IgE en ratones y la respuesta anafilictica en ratas. Igualmente,

concentraciones entre 50-250 pg/mL inhiben in vitro la liberacién de histamina de

mastocitos peritoneales de rata.
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11. La evaluacidon de la mangiferina demostré que sus efectos farmacologicos 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 estd involucrada en los efectos
farmacologicos del extracto, aunque varios de los demds 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 diferenciacion de las células T en Thl o Th2.

2. Evaluar la potencialidad del extracto de M. indica. en modelos experimentales in vivo de

enfermedades inmunopatologicas como la artritis reumatoide y el asma bronquial.
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