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RESUMEN

El sistema inmunitario requiere interacciones complejas y especificas de tal
forma que una leve modificacion de estos mecanismos los hace susceptibles
de interrupciones o alteraciones que posteriormente dan lugar a disfunciones
inmunitarias tales como procesos inflamatorios descontrolados. Los genes
proinflamatorios COX-2, INOS y NLRP3 intervienen en la inflamaciéon. La
inflamacion produce trastornos metabdlicos por lo tanto la produccion
enddégena de antiinflamatorios no es suficiente para la mayoria de las
personas. Los polifenoles poseen actividad antiinflamatoria, ademas de una
capacidad para captar radicales libres los cuales causan estrés oxidativo, es
por ello que tienen efectos benéficos sobre la salud como reducir la incidencia
de la inflamacion. En este estudio se emplearon extractos etandlico a pH3, y
acuoso a pH5 de Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) obtenidos en
experimentos previos. Los extractos fueron probados en macrofagos de ratén
RAW264.7 y se analizé la expresion de los genes COX-2, UCP2, iNOS vy
NLRP3 mediante RT-PCR. Asi mismo, se determiné Ila actividad
antiinflamatoria mediante la produccién de 6xido nitrico ya que si existe una
produccion descontrolada de 6xido nitrico se producen alteraciones tales como
la inflamacién. Se determiné que el extracto acuoso a pH5 produce un mayor
efecto antiinflamatorio por lo tanto V. floribundum presenta actividad

antiinflamatoria.



ABSTRACT

The immune system requires complex and specific interactions in such a way
that a slight modification of these mechanisms makes them susceptible of
interruptions or alterations that later give rise to immune dysfunctions such as
uncontrolled inflammatory processes. The proinflammatory genes COX-2, INOS
and NLRP3 intervene in the inflammation. Inflammation causes metabolic
disorders therefore endogenous production of anti-inflammatory drugs is not
enough for most people. Polyphenols have anti-inflammatory activity, in addition
to a capacity to capture free radicals which cause oxidative stress, which is why
they have beneficial effects on health as reducing the incidence of inflammation.
In this study, ethanolic extracts at pH3 and aqueous a pHS5 of Mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth) obtained in previous experiments were used.
The extracts were tested on RAW264.7 cell line murine and the expression of
the COX-2, UCP2, iINOS and NLRP3 genes was analyzed by RT-PCR.
Likewise, the anti-inflammatory activity was determined by the production of
nitric oxide because if there is an uncontrolled production of nitric oxide,
alterations such as inflammation occur. It was determined that the aqueous
extract at pH5 produces a greater anti-inflammatory effect therefore V.

floribundum shows anti-inflammatory activity.
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1. Capitulo I. Introduccion

1.1 Antecedentes

Los frutos conocidos como bayas o berries presentan una mayor capacidad
antioxidante en relacion con otras frutas y verduras. Los frutos, ademas de
nutrientes esenciales y una serie de micronutrientes, contienen diversos
metabolitos secundarios de naturaleza fendlica, denominados polifenoles. Los
polifenoles son considerados dentro de los productos naturales de origen
vegetal de gran interés, debido a sus propiedades antioxidantes (Gonzalez,
2010).

Los compuestos polifendlicos presentes en diferentes frutos han sido
investigados intensamente y se conoce que actuan como mediadores de la
respuesta inflamatoria entre otras acciones dentro del sistema inmune (Cobo,
2014).

Mediante diversos analisis como cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HLPC) y ensayo de capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC ) se
ha comprobado que extractos de material vegetal de la especie Vaccinium
posee un contenido de compuestos fendlicos que se encuentra estrechamente
relacionado con las propiedades farmacolégicas y medicinales adjudicadas a
estas plantas (Vasco et al., 2009). La concentraciéon de compuestos fendlicos
esta relacionada con la actividad antioxidante, sobre la cual se fundamenta su

uso medicinal y farmacolégico (Gracia, 2007).

El sistema inmunitario requiere interacciones complejas y especificas entre
muchos tipos de células y moléculas de tal forma que una leve modificacion de
estos mecanismos los hace susceptibles de interrupciones o alteraciones que
posteriormente pueden dar lugar a disfunciones inmunitarias tales como
enfermedades autoinmunes, procesos inflamatorios descontrolados, entre otros
(Karp y Geer, 2005).



Los polifenoles se clasifican en funcion del numero de anillos fendlicos y
elementos estructurales. Un subgrupo son flavonoides y antocianianas. Se ha
demostrado que estos polifenoles poseen actividad antiinflamatoria, ademas de
una capacidad para captar radicales libres los cuales causan estrés oxidativo.
Una dieta con alto contenido en polifenoles de origen vegetal puede traer
efectos benéficos sobre la salud asi como reducir la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas, neurolégicas e

inflamaciones (Quifiones, Miguel, y Aleixandre, 2012).

El mortino (Vaccinium floribundum Kunth), es una especie vegetal que se
destaca por su potencial medicinal y nutritivo, debido al alto contenido de
vitamina C vy, polifenoles que posee, asi como por su capacidad antioxidante, lo
cual le confiere una posible propiedad preventiva terapéutica contra
enfermedades como diabetes, cancer y la obesidad. Por otra parte, se ha
observado que las antocianinas presentes en el mortifo son capaces de
regular la expresiéon de citoquinas y enzimas proinflamatorias lo que disminuye

la respuesta inflamatoria en macrofagos (Schreckinger, et al, 2010)
1.2 Formulacion del Problema

A nivel mundial se conocen diferentes tipos de enfermedades que alteran el
desarrollo y el metabolismo del ser humano, comenzando con una inflamacion
hasta convertirse en una enfermedad inflamatoria cronica. Muchas de las
enfermedades causan trastornos, envejecimiento y muerte celular lo que puede
ocasionar deterioro en la funcién de diferentes 6érganos y tejidos. En los ultimos
afos se ha elevado el indice de enfermedades inflamatorias crénicas, siendo
considerada enfermedades de estudio por su alto nivel de morbi-mortalidad, y
ademas su investigacién es importante para establecer tratamientos eficaces y

confiables (Organizacion Panmericana de la Salud, 2008).

Las enfermedades cronicas estan relacionas con un estado inflamatorio crénico
debido a alteraciones en la respuesta inflamatoria. Ademas, segun

Schreckinger, la inflamacion cronica produce los trastornos metabdlicos por lo



tanto, la produccion enddégena de antiinflamatorios no es suficiente para la
mayoria de personas en condiciones de inflamacién cronica (Schreckinger, et
al, 2010).

De la misma forma en el paso de los afios se ha utilizado diferentes tipos de
tratamiento que combaten las distintas enfermedades inflamatorias croénicas,
las cuales incluyen el uso de antiinflamatorios no esteroideos, corticoides o una
combinacion de estos; sin embargo, algunos de los tratamientos que se utilizan
son costosos, no son eficaces y generan efectos secundarios (Podolsky, 2016).
Debido a todo lo antes expuesto, se hace necesario investigar diferentes
formas de prevencioén y tratamiento que logren ser accesibles y seguras para la
poblacién y esto podria ser el caso del uso de plantas como las del género

Vaccinium.

Se han realizado varias investigaciones en el género Vaccinium en las cuales
se han reportado propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de sus frutos.
Sin  embargo, dichas propiedades requieren ser estudiadas mas
profundamente, ya que se les atribuye efectos benéficos en personas con
enfermedades inflamatorias créonicas como la diabetes, cardiovasculares,

cancer y obesidad (Cobo, 2014) (Quifiones, Miguel, y Aleixandre, 2012).

En el Ecuador no se ha realizado ningun tipo de estudio sobre la actividad
antiinflamatoria de este tipo de baya como en el caso del mortifio, por lo que se
desea demostrar la actividad antiinflamatoria de un extracto acuoso y etandlico
del mismo, que podria representar una opcién terapéutica para las dolencias
tipo inflamatorio.

1.3 Objetivos
1.3.1Objetivo General

Determinar la actividad antiinflamatoria de extractos etandlico y acuoso de

mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) en la linea celular RAW 264.7



1.3.2 Objetivos Especificos

Evaluar la citotoxicidad de los extractos etandlico (pH=2) y acuoso (pH=5)

obtenidos en estudios previos, en macréfagos murinos RAW 264.7.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de extracto etandlico (pH=2) y acuoso
(pH=5), en macréfagos murinos RAW?264.7 mediante la produccion de oxido

nitrico.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de extracto etandlico (pH=2) y acuoso
(pH=5), mediante la expresion de genes proinflamatorios: INOS, COX-2,
NLRP3 y UCP2.

1.4 Justificacion

Existen respuestas proinflamatorias y antinflamatorias fisiologicas, sin embargo
cuando un estado inflamatorio se prolonga en el tiempo va a generar un efecto

deletéreo en organos vy tejidos.

En la actualidad se ha incrementado el interés por el estudio de alimentos con
alto contenido en antioxidantes naturales debido a que su consumo esta
asociado con la prevencion de enfermedades metabdlicas crénicas. Varios
estudios han evaluado la actividad antiinflamatoria de extractos y metabolitos
secundarios aislados de fuentes naturales en diferentes modelos
farmacolégicos in vivo e in vitro, para prevenir o reducir la incidencia de

enfermedades cronicas.

Los alimentos con alto contenido de antioxidantes, poseen la capacidad de
neutralizar los radicales libres. Estd capacidad se ha convertido en una
alternativa para poder eliminar el estrés oxidativo, siendo un componente

fundamental en muchas patologias.



El estrés oxidativo se asocia a diferentes estados patolégicos como
enfermedades reumaticas, cardiovasculares, envejecimiento celular, procesos

inflamatorios cronicos, entre otras (Truijillo, 2009).

Estudios previos han demostrado la actividad antiinflamatoria de bayas del
género Vaccinium; por tal motivo es importante realizar la presente
investigaciéon en la especie V. floribundum (mortifio), con el fin de obtener
mayor informacion, y demostrar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de
esta especie. El mortiio es una planta nativa del Ecuador y no necesita de
cuidados especiales (crece normalmente en paramos del Ecuador), lo que la

convierte en una especie de facil acceso.

Se han descrito varios tipos de compuestos en el género Vaccinium,
principalmente en el fruto, destacandose compuestos bioactivos como
flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas, proantocianidinas, estilbenos y
taninos. Estos compuestos han demostrado tener actividad antioxidante,
antitumoral, antimutagénica, antimicrobiana antiinflamatoria y propiedades
antineurodegenerativa in vitro e in vivo, es decir disminuyen el estrés oxidativo
evitando muchos estados patoldgicos mencionados anteriormente (Hariram vy
Won, 2013, p.1).

Los compuestos polifendlicos han demostrado tener actividad antioxidante y
antiinflamatoria, permitiendo que las células mantengan el equilibrio de los
procesos de oxido-reduccion. Por tal razéon, es importante realizar esta
investigacion en V. floribundum, que permitird la generacion de datos
relevantes para futuros proyectos. También, fomentara la produccion y
consumo regular de V. floribundum en los diferentes lugares del pais (Chiluisa,
2015).

Finalmente al determinar la actividad antiinflamatoria in vitro de un extracto
acuoso y etandlico de V. floribundum, nos permitira generar evidencia de la

actividad antinflamatoria de las bayas de esta especie y asi poder demostrar



que un alimento puede tener un efecto preventivo de enfermedades

inflamatorias cronicas que afectan al ser humano.
2. CAPITULO IIl. MARCO TEORICO
1.5 Generalidades de la especie en estudio

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es considerada como una fuente de
materia prima para la elaboracion de diferentes productos. Se lo encuentra
habitualmente en el norte de América del Sur, entre Colombia y Ecuador, por
tal motivo es conocido como arandano Andino. La especie es considerada
nativa de los paramos ecuatorianos, ya que crece desde los 1400 hasta 4350
msnm. Ademas crece de forma silvestre y no existe ningun tipo de cultivo

comercial de la especie (Chiluisa Utreras, 2015).

El género Vaccinium consta de 400 a 450 especies distribuidas en todos los
continentes, exceptuando Australia y Antartida. De las 450 especies, 40 se
encuentran alrededor de los Andes (Truijillo, 2009).

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) se lo puede encontrar en los
paramos ecuatorianos como El Angel o El Tambo. También se lo ha observado
en los paramos alrededor de, Machachi y Pintag (Chiluisa, 2015).

Figura 1. Arbusto de Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

Tomado de: Coba, M. 2012.



1.5.1Propiedades bioquimicas y usos

Principalmente el uso que se da a este fruto es en la alimentacion, por ejemplo,
complemento de ensaladas, preparacion de salsas, acompafiamiento en

distintos platos de tipo gourmet, entre otros (Tupuna, 2012).

En el Ecuador este fruto es muy conocido por ser uno de los ingredientes
principales en la preparacion de una bebida tipica del pais conocida como
“Colada Morada”. Esta bebida se la prepara generalmente en el mes de

noviembre, durante la conmemoracion del Dia de los Difuntos (Cobo, 2014).

Actualmente, el mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) esta siendo introducido
en el campo de la investigacion. Se ha observado que contiene polifenoles,
antocianinas, vitamina C y celulosa, en altas cantidades, las cuales confieren

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, entre otras (Tupuna, 2012).

1.6 Compuestos fendlicos
1.6.1Generalidades

Se puede definir como compuesto fendlico a todas las sustancias que poseen
uno o mas anillos fendlicos (hidroxibenceno) unidos a una estructura alifatica o
aromatica. En la naturaleza se puede encontrar varios compuestos que
poseen en su estructura anillos fendlicos, los cuales se originan como producto
del metabolismo secundario de las plantas. Los compuestos fendélicos cumplen
varias funciones dentro la planta, son responsables de la pigmentacion e
incluso del aroma de flores y frutos. Ademas actuan como fitoalexinas para la
planta, es decir que actuan como mecanismo de defensa contra hongos y

bacterias (Gimeno, 2004) (Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012).



Figura 2. Estructura quimica del grupo fendlico. Se encuentra encerrada.

Tomado de Dwyer y Erdman, 2015.

Se puede encontrar compuestos fendlicos en la mayoria de alimentos de origen
vegetal, es por esta razén que la presencia de fenoles en el reino animal se
debe principalmente a la ingesta de estos compuestos en la dieta. Dentro de
los alimentos con alto contenido fendlico se puede mencionar al cacao, la
mayoria de frutos tipo baya, las uvas, los citricos, entre otros. Los compuestos
fendlicos influyen en la calidad de estos alimentos, puesto que actian como
antioxidantes y les confieren caracteristicas organolépticas como el sabor, olor

y color de los mismos (Gimeno, 2004).
1.6.2Los polifenoles en los alimentos y actividad antioxidante

Aproximadamente existen 8000 estructuras encontradas en plantas, sin
embargo las plantas usadas en la alimentacidn solo tienen cien estructuras
polifendlicas. Se clasifican de acuerdo al numero de anillos de fenol, los
flavonoides son el grupo mas grande de los polifenoles. Entre las actividades
bioldgicas poseen actividades bioldgicas se destaca su capacidad antioxidante,
lo que le permite disminuir o prevenir el desarrollo de enfermedades crénicas

como: diabetes, cancer e la inflamacion (Silva, Seca, Barreto y Pinto.2015).

La actividad antioxidante esta relacionada con el estrés oxidativo y de manera
directa con las especies reactivas del oxigeno (ROS) y también con la
inhibicion de enzimas que producen ROS y la inhibicion del factor de
transcripcion NF-B. (Echeverri y Mockus, 2008)



El factor de transcripcion NF-(B es clave en el proceso inflamatorio debido a
que regula directamente la expresion de mediadores inflamatorios y su
actividad se demuestra en enfermedades inflamatorias como la artritis y asma
por su actividad inductora de citocinas proinflamatorias, enzimas promotoras de
la inflamacidn, quimiocinas, moléculas de adhesion y inmunoreceptores, ya que
algunos mediadores de la inflamacién depende de este factor de transcripcion.
(Echeverri y Mockus, 2008)

El sistema inmunitario del cuerpo controla los niveles de ROS permitiendo un
equilibrio en la produccién y eliminacion de ROS. El elevado nivel de
produccion de ROS o una inadecuada defensa provoca estrés oxidativo, el cual
esta implicado como un factor patolégico en varias enfermedades cronicas
(Silva, Seca, Barreto y Pinto. 2015).

Una de las principales fuentes para la ingesta de polifenoles son las verduras y
frutas. Segun Esteves, las moras, arandanos, cerezas, ciruelas e inclusive el
vino tinto son ricos en flavonoides y antocianidinas (Esteves, 2016). Estudios
demuestran que el consumo de esta dieta reduce el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer las mismas que son producidas por
inflamaciones cronicas ya que actuan como antioxidantes reduciendo el nivel

del estrés oxidativo (Silva, Seca, Barreto y Pinto. 2015) (Torres, 2012)

1.6.3Compuestos fendlicos y su relacion con el proceso inflamatorio

La inflamacién suministra un medio por que las células del sistema inmunitario
(principalmente macrofagos y leucocitos polimorfonucleares), pueden llegar
hasta el lugar donde se presenta la infeccion o lesion tisular e iniciar con la
respuesta inmune. Sin embargo en estas células se originan radicales libres de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y del nitrogeno (RONS). Tras el
proceso inflamatorio existe una sobreproduccion de dichos radicales libres, los
cuales pueden provocar estrés oxidativo y dafo a las células. Esta

sobreproduccion es inhibida por la activacion de enzimas antioxidantes como la
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catalasa o la superdxido dismutasa, las cuales eliminan o transforman a los

radicales libres ya mencionados (Bravo y Lopez, 1998).

La acumulacion de las ROS, principalmente el anion oxigeno (O2 7) y el
peréxido de hidrogeno (H2O2) son capaces de producir la acumulacién de
estas moléculas es capaz de producir dafos celulares a nivel de ADN asi como
estrés oxidativo y un desequilibrio entre mecanismos oxidantes y antioxidantes
de los diferentes tejidos. Se ha evidenciado que pacientes con enfermedades
inflamatorias cronicas poseen niveles altos de radicales libres en la sangre y un
deficiente sistema defensivo antioxidante. Algunos estudios reportan que los
polifenoles tendrian un efecto antiinflamatorio considerable, el cual estaria
justificado por las propiedades antioxidantes que caracterizan a estos
compuestos. Por esta razon se ha indicado que el consumo de alimentos con
alto contenido de compuestos tiene un efecto benéfico en el tratamiento de

enfermedades inflamatorias (Ver tabla 1) (Frontela, Canali y Virgili, 2010).
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Tabla 1

Actividad antiinflamatoria ejercida por distintos compuestos fendlicos.

COMPUESTO FUENTE ACTIVIDAD
FENOLICO ALIMENTARIA ANTIINFLAMATORIA
Antocianos y | Fresa Regulacion en la
flavonoles produccion de citosinas
Resveratrol - Vino Tinto Reduccion de los niveles
de citosinas e infiltracion
- Uvas de neutrdfilos
Antocianos Baya del cornejo de | Inhibicion de la enzima
Kousa (Cornus | ciclooxigenasa
Kousa)
Aflavinas Té negro -Reduccién en los niveles
de ROS
-Inhibicion de la activacion
de NF-kb (Factor nuclear
de transcripcion)
-Rutina Zumo de manzana -Disminucion del dafo
i oxidativo
-Acido clorogénico
-Disminucion de los

-Epicatequina niveles de ROS

Tomado de: (Frontela, Canali, & Virgili, 2010)
1.6.4Comportamiento de los fenoles con diferentes solventes

Los compuestos fendlicos y los alcoholes presentan algunas propiedades

fisicas quimicas similares debido al grupo hidroxilo (OH"), sin embargo los
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fenoles conforman wuna familia quimica totalmente diferente. Entre las
propiedades estan que se los puede encontrar en un estado de agregacion
liquido o sélido y tienen bajos puntos de fusion pero puntos de ebulliciéon altos,
gracias a su facilidad para formar enlaces de hidrogeno. De manera general
son incoloros, a excepcion de aquellos que contengan algun grupo que les
confiera alguna coloraciéon, como es el caso del grupo NO;, sin embargo,
debido a que se oxidan con mucha facilidad, se los suele encontrar coloreados.
En su mayoria los compuestos fendlicos son poco miscibles en agua, a pesar
de estar formados por puentes de hidrégeno, la proporcion entre carbonos y

grupos hidroxilos (OH") es baja, lo cual dificulta la solubilidad en agua (Tabla 2).

Los monofenoles que poseen un solo grupo hidroxilo y varios carbonos son
insolubles en agua, mientras que los polifenoles con mas de un grupo hidroxilo
poseen mayor solubilidad en agua. Por lo tanto se puede afirmar que los
compuestos fendlicos tienen mayor miscibilidad en solventes polares como es

el caso del etanol y el agua por excelencia (Serra, 2002).

Segun Apolo, los compuesto polifendlicos son ligeramente soluble en
disolventes polares, como el metanol, etanol, acetona, dimetilsulféxido (DMSQO)

e incluso en agua. (Apolo, 2013).
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Tabla 2

Solubilidad en agua de distintos compuestos fendélicos

COMPUESTO ESTRUCTURA SOLUBILIDAD (% M/M
A 25 °C)

Fenol @,DH 6,6
Catecol @]ﬁH 66,7

H
2-Clorofenol @QH <0,1
3-Clorofenol C.H@,DH 0,26
4-Clorofenol Cr@,DH 2,71
Pentaclorofenol ¢ oH 20-25 ppm

o

4-Cloro-3-metilfenol @GH 0,4

Hz

Tomado de: Serra, 2002.
1.6.5Influencia del pH sobre los fenoles

Los fenoles se caracterizan por ser compuestos con un pH ligeramente acido,
lo cual representa una de las principales diferencias con los alcoholes. En
términos de acidez, los fenoles son compuestos acidos mas fuertes que el
agua y los alcoholes, pero mas débiles que los acidos carboxilicos (Serra,
2002).

Esta caracteristica permite a los fenoles reaccionar con el NaOH, mientras que
los alcoholes no pueden. Esta diferencia se debe a que el ion fenoxido es

mucho mas estable con el anillo aromatico que el ion alcoxido (Serra, 2002).
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El pH tiene una relacion directa con la solubilidad de los compuestos fendlicos,
un medio con pH basico aumenta la solubilidad del fenol en agua, por otro lado
en un medio acido disminuye la afinidad del compuesto fendlico por el agua,

siendo soluble en solventes organicos (Serra, 2002).

1.7 Proceso Inflamatorio
1.7.1 Generalidades

El organismo tiene mecanismos de respuesta ante procesos inflamatorios sean
estos de caracter infeccioso, lesidn tisular o estrés celular, inclusive puede
presentarse como una alteracién a los mecanismos de respuesta inflamatoria

propios del sistema inmune (Garcia, 2008).

Dentro del proceso inflamatorio existen algunos mediadores, de los cuales
ciertos son investigados para descubrir nuevos agentes antiinflamatorios. Entre
estos se encuentran las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6, TNF-a, que
intervienen en la activacion y amplificacion de la via de respuesta inflamatoria,
oxido nitrico, mediador que es producido por la enzima Oxido nitrico sintasa
inducible, y PGE , ( prostaglandina E2 ), que se presenta en las enfermedades
cronicas, importante a la finalizacién de la inflamacién. (Silva, Seca, Barreto y
Pinto. 2015)

La inflamacion se desarrolla para restaurar la homeostasis alterada, de esta
manera puede elegirse segun sea el factor desencadenante actuacién como
por ejemplo la defensa del organismo contra una infeccion, una respuesta de
reparacion tisular frente a una lesidén del mismo tipo, adaptacion al estrés y

retorno al estado homeostatico (Garcia, 2008).

Las consecuencias fisiopatoldgicas derivadas de un proceso inflamatorio varian
dependiendo del tipo de respuesta producido por el sistema inmunitario
(Figura 3) (Garcia, 2008).
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Desencadenante : ‘ Lesion Estrés o disfuncion

inflamatorio tisular . celular

P
INFLAMACION
i

Propésito )efer Respuesta de Adaptacion al estrés y retorna

fisiologico tra la it reparacion tisular al estado homeostatico
Consecuencias | 1 Fibrosis, metaplasia y/o Dishomeostasis (UPR) y/o
hsnopatolbgvcas { { € tumorogenesis enf. autoinflamatonas

Figura 3. Consecuencias fisiopatolégicas de un desencadenante inflamatorio.

Tomado de: Garcia Barreno, 2008.

El papel de los polifenoles es intervenir en la captaciéon de radicales libres e
inhibir las enzimas que intervienen en el proceso inflamatorio (hidrolasas,
fosfolipasas, ciclooxigenasas produciendo prostaglandinas PGS, prostaciclinas

PCs, tromboxanos TBXs y lipooxigenasas) (Castell, 2005).
1.7.2 La inflamacién y macrofagos

En la inflamacién se produce la eliminacién de agentes dafinos y patogenos
para restaurar las funciones y estructuras celulares. Una reparacion eficiente
juega un papel importante debido a que si no existe una modulacion adecuada

de la inflamacion, esta se puede perpetuar y volverse crénica.

Los macréfagos son considerados como células claves en la respuesta
inflamatorias por que se pueden activar por distintas sefiales en donde
intervienen algunos mediadores como: las citoquinas (IFNy-interferon gamma,
TNF-factor de necrosis tumoral o GM-CSF-factor estimulante de colonias de
granulocitos-monocitos), LPS (lipopolisacarido bacteriano), complejos inmunes
y proteinas de matriz extracelular. Estos mediadores juegan un papel critico en
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todo el proceso inflamatorio. Ademas intervienen en la presentacion del
antigeno, fagocitosis y la inmunomodulacion gracias a la produccion de

citoquinas y factores de crecimiento (Ripoll, Hume y Fontanilla, 20015)

Dentro del proceso inflamatorio intervienen varias moléculas que activan a los
macrofagos. Ciertas ocasiones los procesos inflamatorios se distorsionan en la
resolucién de infecciones lo que puede causar una inflamacion prolongada
generando alteraciones patologicas. Por esta razén los genes que intervienen
en el proceso inflamatorio se expresan bajo una regulacién exacta para evitar

alteraciones en la respuesta inmune que pueden ser dafinas.

1.7.3Genes proinflamatorios: iNOS, COX-2, UCP2, NLRP3

Los genes pro-inflamatorios se han determinado que intervienen en la actividad
de eliminacion de la apoptosis, proliferacion, metastasis, invasion, inflamacion.
Entre los genes pro-inflamatorios tenemos los TNF y IL-1 alfa, IL-1beta, IL-6,
IL-8, IL-18 su superfamilia, quimiocinas como MMP-9, VEGF, iINOS, COX-2,
NLRP3, UCP2 y 5-LOX. El factor de transcripcion NF-B es el que regula estos

genes y puede ser inducido por cualquier agente carcinégeno.

Los macrofagos activados producen factores principales mediante vias de
sefalizacion que permiten la induccion en su expresion. Entre estos estan las
citoquinas como TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 y IL-12, proteasas y enzimas que
sintetizan mediadores inflamatorios como INOS (sintetasa inducible de 6xido
nitrico) el cual es responsable de la produccion de o6xido nitrico y COX-2
(ciclooxigenasa 2) y PGE, microsomal 1 participan en la produccion de

prostaglandinas.

1.7.4 Sintetasa inducible de 6xido nitrico (iNOS) y ciclooxigenasa (COX-2)

Las enzimas INOS y COX-2 son inducidas por citoquinas o LPS
(lipopolisacarido), y estan relacionadas a procesos inflamatorios agudos y

cronicos. INOS es responsable de la produccion de NO y COX-2 de
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prostangladinas pro-inflamatorias. En la mayoria de enfermedades

inflamatorias ocurre una sobreexpresion de INOS y COX-2 .(Lim et al., 2009)

La enzima éxido nitrico sintetasa (iNOS) se encarga de sintetizar 6xido nitrico,
el cual interviene en las respuestas inflamatorias y se sintetiza a partir de varios
mediadores como L-arginina, oxigeno molecular, NADPH y otros cofactores. La
activacion de NF-B esta relacionado con el incremento de expresion de oxido

nitrico sintetasa inducida (Fernandez y Torres, p. 3-11).

La ciclooxigenasa cuenta con tres isoformas las cuales son COX-1, COX-2 y
COX-3, se encargan de catalizar la misma reaccion pero la regulacion de la
expresion es distinta frente a varios estimulos. La expresion de COX-2 se eleva
en los macréfagos cuando se encuentran frente a citoquinas y LPS, estimulos
proinflamatorios, esta enzima se regula a nivel transcripcional y post-

transcripcional.

La COX-2 es precursor de los prostanoides dentro de los procesos
inflamatorios y enfermedades proliferativas y se activa por estimulos
inflamatorios, factores de crecimiento y hormonas. Los prostanoides son un
grupo de compuestos incluidos dentro de los eicosanoides, por que se derivan
de acidos grasos insaturados de cadena larga (20-24 carbonos). Dentro de
este grupo estan tromboxanos (TXs) y las prostaglandinas (PGs) dichos
compuestos son mediadores de procesos fisiopatolégicos de la inflamacion y el

dolor.

El promotor de las secuencias de los genes iNOS y COX-2 contienen un sitio
de union para el factor de transcripcion universal, factor nuclearyg, el cual es
activado por citoquinas, mediadores mitogénicos o endotoxinas (Lim et al.,
2009).

1.7.5Proteina mitocondrial desacoplante 2 (UCP2)

UCP2 fue descrita en 1997 y es una proteina integral de la membrana interna

mitocondrial. El gen se encuentra dentro del cromosoma 11.
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La proteina desacoplante 2 (UCP-2) se genera en varios tejidos, especialmente
en el tejido graso y musculo esqueletico. Esta proteina tiene una accidn
fisiolégica de controlar la produccion de 6xido nitrico e interviene en la actividad
antiinflamartoria. Segun Sanchez, esta proteina puede intervenir en la
prevencion de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido a que desacopla la
fosoforilacién oxidativa y la sintesis de ATP disminuyendo el gradiente de
protones por lo tanto la produccion de ROS y RNS reduciendo el estrés
oxidativo. Asi como ejerce un papel protector al dafio celular debido a que tanto
el O2 " y los lipidos peroxidados activan la entrada de los protones, que son
mediados por UCP2 ( Figura 4). En la actualidad existe mas evidencia de que
esta proteina puede intervenir como sistema de proteccion frente al estrés

oxidativo y por ende con la inflamacion. (Sanchez, 2008, p.27-34).

DANO
Peroxidacion lipidica [Sintesis mitocondrial
A aldehidos reactivos de EROs

moderado
A consumaoa O,

¥ [O:]

[Desacoplamiento

[Activa::ién UCPs ]

ACTIVADORES UCPs
AGLs e hiperglucemia
Anion superoxido
Ubiquinona
AAPH
Agentes alquilantes

Figura 4. Modelo de funcionamiento de la UCPs
Tomado de: Sanchez, 2008.

1.7.6 Proteina de la familia NLR conteniendo dominio PYD 3 (NLRP3)

NLP3 proviene de la familia de proteinas de NLR que son receptoras
citosdlicas cuya funcién es de regular la inflamacién y la apoptosis mediante el
inflamosoma es mediar la transduccién de la sefal o activacion de las
caspasas inflamatorias. Las caspasas pertenecen a la familia de las proteasas
que intervienen en la apoptosis y en la activacion de las citoquinas
proinflamatorias. (Elinos, Maldonado y Meléndez, (2001), p. 493-495).
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2. CAPITULO lII. Disefio del plan experimental

Para la determinacion de la actividad antinflamatoria se realizaron 3
experimentos, se utilizd como variables los 3 extractos de interés de Vaccinium
floribundum etandlico, acuoso y solvente organico, asi mismo se denominé a
un control positivo como vehiculo compuesto por el solvente utilizado para las
pruebas frente a RAW 264.7 para evaluar para las cuales el disefio

experimental utilizado fue el siguiente:

En la prueba de citotoxicidad se seleccioné como control de crecimiento a
células sin ningun tipo de tratamiento, control negativo a células tratadas con
emetina 100 uM. Los extractos de Vaccinium floribundum se probaron en 4

concentraciones 1, 10, 100,1000 pg/ml.

Para la prueba de produccién de o6xido nitrico y expresidon de genes
proinflamatorios, se seleccion6 a las células sin tratamiento como control
negativo, mientras que se us6 3 controles positivos: primero conformaban las
células RAW 264,7 estimuladas con LPS y tratadas con los extractos de V.
floribundum, el segundo estaba conformado con las células RAW 264,7
estimuladas con LPS + quercetina, el tercer control fue las células RAW264.7
estimuladas con LPS + dexametasona. La concentraciéon de los extractos

vegetales fue a 100 pg/mL.

Para el analisis de los datos se utilizd el programa programa de Microsoft Excel
2015 juntamente con el programa estadistico Graph Pad Prism v.6 en donde se
realizd la prueba ANOVA con comparaciéon de Tuckey al 95% de nivel de

confianza.



3. CAPITULO IV. Procedimiento para la obtencién de datos

Viabilidad celular de macrofagos RAW 264.7 frente a

extracto acuoso pH5, etandlico pH3 y solvente organico

de Vaccimum florbundum: Prueba de MTT

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de Vaccinium flonbundum

‘ Cultivo celular RAW 264.7 ‘

Extraccion de ARN de RAW 264.7 tfratados con
extractos mediante RNA mini kit PureLink&.

Expresion de genes: INOS, COX2, NLP3, UCPZ
mediante RT-PCR por el Kit TagMan® RNA-to-CTTM

-.ll.. .\H'-

Produccidn de dxido nitrico y cuantificacion de proteinas de
RAW 264.7 estimulados con LPS frente a extractos

."H.,

Figura 5. Diagrama de flujo del disefio experimental
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3.1 Poblacion y muestras

Los extractos de mortino utilizados se adquirieron de un estudio previo
realizado en el Centro de Investigacion Traslacional de la Universidad de las
Américas, en donde determinaron que el extracto acuoso pH 3 y etandlico pH

5, son los de mayor concentracion de polifenoles.

Se empleo la linea celular de macrofagos RAW264.7 que fueron donados por
el Dr. llya Raskin, Rutgers University. Se utiliz6 medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco™, EEUU) suplementado con

suero fetal bovino (FBS) al 10 % y una solucion penicilina-estreptomicina al 1%.

3.2 Materiales y métodos para la obtenciéon de datos
3.2.1Cultivo celular RAW 264.7

3.2.1.1 Condiciones del cultivo

La linea celular RAW?264.7, se cultivd con una concentracion inicial de
2x10° células por mL en medio DMEM, suplementado al 10 % con suero fetal
bovino y 1% de penicilina. Las células fueron cultivadas a una concentracion
1:10 y se incubaron a 37°C y 5% de CO, (Monroy et al 2005).

3.2.1.2 Descongelacion celular

El criovial con las células RAW264.7 se coloc6 en bano maria a 37°C durante 5
minutos, con una micropipeta se colocaron las células en el medio de cultivo

alto en glucosa DMEM a temperatura ambiente.

3.2.1.3 Cambios de medio

Las células fueron desprendidas con raspadores celulares Nunc ™

(Termo
Fisher scientific, EEUU). Con ayuda de una pipeta serolégica se homogenizé
lentamente, tratando de no generar burbujas y rapidamente se colocaron en un
tubo falcon. Se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min. Posteriormente se aspiro el

sobrenadante quedando un residuo conocido, como sedimento de células. Se



22

realizd6 un lavado con 5 ml de PBS (tampdn fosfato salino) hasta lograr
homogenizar las células, se volvié a centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos. Se
tomo6 1 mL de células en 10 mL de medio DMEM fresco transcurridos 3 dias se

realizé un lavado y un cambio de medio.
3.2.1.4 Conteo celular

Se utilizé la camara de Neubauer y las células fueron desprendidas con
raspadores celulares Nunc ™ (Termo Fisher scientific, EEUU). Con ayuda de
una pipeta serolégica se homogenizé lentamente, se colocaron en un tubo
falcon. Se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min. Posteriormente se aspird el
sobrenadante quedando un residuo conocido, como sedimento de células. Se
realizd un lavado con 5 ml de PBS (tampdn fosfato salino) hasta lograr
homogenizar las células, se volvié a centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos. Se
afiadieron10 yL de Trypan Blue (Sigma-Aldrich, EE.UU, 93595), en 10 pL de
células. En cada zona de la cdmara de Neubauer se colocaron 10 pyL de la

mezcla preparada y se procedio al conteo celular.

3.2.2Ensayo de citotoxicidad
3.2.2.1 Preparacion del reactivo metiltiazoltetrazolio MTT

Se prepar6 el reactivo de metiltiazoltetrazolio (MTT) haciendo alicuotas de 5
mg en 1 mL de PBS. Para la esterilizacion se paso6 la solucidon preparada por
un filtro de jeringa de 30mm (FilterBio®, EEUU) en un microtubo estéril dentro

de una cabina de flujo.
3.2.2.2 Preparacion del reactivo Emetina 100 uM

La solucion madre de Emetina (Sigma-Aldrich, EE.UU) se preparé a una
concentracion de 5 mM para lo cual se pesaron 2,8 mg en 1 mL de agua estéril

ultrapura.
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3.2.2.3 Preparacion de extracto etandlico pH 2, extracto acuoso pH 5y

extracto con acetato de etilo para la prueba de citotoxicidad

A partir de los extractos ya liofilizados de un estudio previo, se pesé 1 mg del
extracto etandlico a pH2 y extracto acuoso a pH5 los cuales se disolvieron en 1
mL de EtOH 100%, de la misma manera se pesé 1 mg del extracto con acetato

de etilo y se disolvio en DMSO (dimetilsulfoxido) dentro de microtubos.

Se realizaron diluciones seriadas de cada uno de los extractos disueltos en
EtOH 100% a las siguientes concentraciones: 50 pg/mL, 500 pg/mL, 5000
pg/mL, 50000 pg/mL.

3.2.2.4 Prueba MTT: Citotoxicidad

Para la prueba de citotoxicidad se sembraron las células a una densidad de
5x10* células/pocillo (5x10° células/mL) en un volumen final de 100 L/ pocillo,
en una placa de 96 pocillos. EI medio que se utilizé fue DMEM suplementado

con 10% de suero fetal bovino y 1% de la solucién penicilina-estreptomicina.
Por cada tratamiento se realizaron 3 réplicas en tres dias diferentes.

El disefio de la placa que se utilizé para la prueba de citotoxicidad se presenta

en la figura 6 con las respectivas concentraciones por pocillo.



24

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
control | control | contror [B 3OIvENte|E. Solvente|E, Solventel ¢ oy |k pon | £ EtoH
B negativo | negativo | negativo | OT93MIcO | Oraanico | Oraanico | o oy | goupimi | 4ougmi
g g g 1000ug/mi | 1000pg/mi | 1000pgimi | THO “a ua
Vehiculo | Vehiculo | Vehiculo | E.H0 E. H0 E.H,0 |E. EtOH 100|E EtoH 100| EtOH 100
c EtOH 100% | EtOH 100% | EtOH 100% | 1pgimi | tpgimi | 1pgimi pgim pgiml ugiml
Emetina | Emetina | Emetina | E.H;0 E. H0 E. H0 EEtOH | E.EtOH | E.EtOH
D 1opM | 100pm | 100pM | 10pgiml | 10pgiml | 10pgiml |1000 pgimi] 1000 pgimi | 1000 pgimi
e e o oo | oo | oo
E fpgim g/ fpgim 100pg/ml | 100pgiml | 100pg/ml
e o v | cro | oo
F 10pgim 10ug/m 10pgim 1000pg/mi | 1000pg/ml | 1000pg/mi
E. Solvente|F. Solvente(E. Solvente] o poy | £ pioy | E.EtoH
G Organico | Organico | Organico pgimi fugimi pgimi
100pg/ml | 100pgiml | 100pgimi | M@ “a Ha
H

Figura 6 Disefio de placa para prueba de citotoxicidad

Se afiadieron los extractos de polifenoles a una concentracion de 50000, 5000, 500 y

50 pg/ml.

El volumen que se utilizé en cada pocillo por cada tratamiento se encuentra

descrito en la tabla 3.



Tabla 3

Dosis de tratamientos por pocillos para la prueba de citotoxicidad

TRATAMIENTOS

DOSIS

Control negativo

100ul de células. ( Mix preparada)

Vehiculo

98ul células( Mix preparada) + 2ul
EtOH 100%

Emetina 100uM

98yl células( Mix preparada) + 2ul

Emetina

E. Solvente Organico

98ul células( Mix preparada) + 2ul

Extracto
50000, 5000, 500 y 50 pg/mL
E. Agua 98ul células( Mix preparada) + 2ul
Extracto

50000, 5000, 500 y 50 pug/mL

E. EtOH 100% 98l células(Mix preparada) + 2l

Extracto

50000, 5000, 500 y 50 pug/mL

Se incubaron las células en condiciones normales a 37°C y 5% CO; en un
ambiente humedo por 24 horas. Al finalizar el tiempo de incubacion, se
afiadieron 10 pyL de la solucién de MTT y se continué con la incubacion en

condiciones normales durante 2 horas.

Transcurrido este intervalo de se elimin6 el medio de cultivo y se afadieron 100
ML de DMSO .Se cubrio la placa con papel aluminio y se incub6 por 10 min a
37°C.

Transcurridos los 10 minutos se hizo la lectura de la placa a 570 y 630 nm en

un espectrofotometro de marca BIOTEK.
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3.3 Extraccién de ARN
3.3.1Preparacién de reactivos: LPS, DEXAMETASONA, QUERCETINA

LPS: a partir de una solucién madre de 1mg/ml de LPS ultrapura (INVIVOGEN,

EEUU) se realizaron alicuotas de 1ug/ml con agua estéril ultrapura.

DEXAMETASONA 1 uM (Sigma-Aldrich, EEUU): Se tomaron 400 pL de la
solucion inicial que tenia una concentracién de 100 uM y se anadieron 9600 uL
de EtOH 100%.

QUERCETINA 100uM (Sigma-Aldrich, EEUU): Se pesaron 2 mg y se
disolvieron en 1 mL de EtOH 100%.

3.3.2Preparaciéon de extracto etandlico a pH 2, extracto acuoso a pH 5y

extracto con solventes organicos para extraccion de ARN

Para realizar las soluciones madres de los extractos, se pesaron 10 mg de los
extractos liofilizados. En este caso para el extracto acuoso y etandlico se usé
como solvente el EtOH 100% mientras que para el extracto con acetato de etilo

se empleé DMSO.

Las muestras fueron sonicadas durante 40 minutos para favorecer la disolucion

completa.

3.4 Extraccion y purificacion de ARN con PureLink ® RNA Mini Kit

3.5 Preparacion para el levantamiento de las células con TRIzol.

La linea celular RAW 264.7 se cultivéd a una densidad de 2x10° células/pocillo

en una placa de 24 pocillos con medio DMEM sin rojo fenol (Gibco ™, EEUU).
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1 2 3 4 g G
Control Control Control E. SDI}fEfntE: E. SDI}fEfntE E. Solj.re?nte
A neaativo neqativo neaativo Organico Organico Organico
g g g 1pg/mil 1pg/mil 1pg/mil
E. Agua E. Agua E. Agua
B LPS {(fpg/mL) | LPS {1pg/mL) | LPS {1pg/mL) (pgimi) (pgimi) (pgimi)
LPS(iugimL)+ | LPS(1paimL)s | LPS(aImL)* | ¢ eouqa0e, | e etontoon | E EtoH100%
C Quercetine Quercetine Quercetine (pgimi) (pg/mi) (pg/mi)
(100pM) (100uM) (100uM) - - -
LP5{1pg/mL)+ | LPS{1pg/mL)+ | LPS{1pg/mL)+ Vehiculo Vehiculo Vehiculo
D Dexametazona | Dexametazona | Dexametazona| Etanol 100% Etanol 100% Etanol 100%
(1un) (1uh) (1un) (10pL) (10pL) (10pL)

Figura 7. Disefio de placa para la extraccion de ARN

Se cultivd en un volumen final de 100 pyL por pocillo. Tras 24 horas de

incubacion se procedio a tratarlas por triplicado (Figura 7 y Tabla 4).

Tabla 4

Tratamientos con cada una de sus concentraciones y cantidad colocadas en

cada pocillo
TRATAMIENTOS CONCENTRACION CANTIDAD/POCILLO
LPS 1ug/mL 10 L
Quercetina 100uM 15,11 uL
Dexametasona 1uM 10 L
Extractos 100pg/mL 10 uL
EtOH 100% 100upg/mL 10 L

Transcurrido el tiempo de incubacién se aspird el medio de cultivo de la placa
de 24 pocillos y se lavoé con 1 mL de PBS (2 veces). Rapidamente se anadio 1
mL de TRIzol (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y con movimientos en zigzag y
circulares se levantaron las células y se pasaron a los microtubos de 1,5 pL

libres de RNasa que se dejaron incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.




28

Se anadieron 200 pL de cloroformo a cada uno de los tubos, posteriormente se
agitd de forma manual por 15 segundos y se incubd entre 2-3 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C,
seguidamente después de la centrifugacion se formaron 2 fases de las cuales
se extrajo aproximadamente 400 pL de la primera y se coloc6 en microtubos
libres de RNasa. Se anadieron 400 pyL de EtOH 70%.

3.5.1.1 Union del ARN en la columnay lavado

Se transfirieron 700 uL de la muestra a los cartuchos y se centrifugé a 12000
rom por 15 segundos a temperatura ambiente. Rapidamente se elimin6 el
residuo del tubo colector, y se afiadieron los 100 puL de la muestra sobrante del

microtubo en el mismo cartucho y tubo colector.
Nota: Previo a cada paso se homogenizo la suspension celular por pipeteo.

3.5.2Reconstruccion y tratamiento de la Dnasa en columna PureLink y
Purificacion del ARN

3.5.2.1 Reconstruccion de DNasa PureLink.

Se reconstituyd la enzima DNasa liofilizada (Invitrogen, EEUU) con 550 uL de
agua libre de RNasas y se mezclé con los demas componentes del kit PureLink
® RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, EEUU) realizando la relacién

correspondiente de acuerdo a la cantidad de muestra liofilizada (tabla 5).
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Tabla 5

Componentes para la preparacion de la DNasa para el tratamiento en la

columna PureLink. Tomado de (Thermo Fisher Scientific, 2007)

COMPONENTES VOLUMEN VOLUMEN PARA
PREDETERMINADO EL ENSAYO
PARA UNA MUESTRA

10x Dnase | reaction Buffer 8 uL 72 uL
10 uL 90 pL
Dnasa reconstruida (~3U /
uL)
62 uL 558 pL
Agua libre de Rnasas
80 L 720 L

Volumen final

3.5.2.2 Tratamiento con la Dnasa en la columnay purificacion

Para este tratamiento se siguié las instrucciones del kit PureLink ® RNA Mini Kit

(Thermo Fisher Scientific, EEUU) como se describe a continuacion:

Se anadieron 350 pL de solucion tampdén de lavado 1 en el cartucho,
seguidamente se centrifugd a 12000 rpm por 15 segundos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se descartd el tubo colector con el residuo de la

centrifugacion y se colocé en un tubo colector nuevo.

De la enzima preparada anteriormente se colocaron 80 uL directamente en la
superficie de la membrana de cada cartucho y se dej6 incubar a temperatura
ambiente por 15 minutos. Transcurrido este tiempo se volvio a afadir 350 L
del buffer de lavado | en cartucho. Se centrifugd a 12000 rpm por 15 segundos
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a temperatura ambiente y se desechd el tubo colector con el residuo y se

coloco un tubo colector nuevo.

Se anadié 500 pL de la solucion tampon de lavado 2 en el cartucho y se
procedié a centrifugar a 12000 rpm por 15 segundos, se descarto el liquido del

tubo colector y se reutilizé el mismo. Esto se hizo 2 veces.

Se centrifugdé a 12000 rpm por un minuto para secar la membrana que contenia
el ARN. Se intercambid el tubo colector con el residuo por un nuevo microtubo
libre de RNasas de 1,5 mL. Para la extraccion final del ARN se afadié 65 pL de
agua libre de RNasas en el centro de la membrana y se dejo incubar por 1
minuto a temperatura ambiente. Se centrifugd a 15000 rpm por 1 minuto.

Después de la centrifugacion se descarto el cartucho.

Se determiné la calidad y cantidad del ARN extraido leyendo la absorbancia a
260 nm de 2,3 pL del ARN obtenido. El agua libre de RNasas se tomd como

control para la lectura espectrofotométrica.
3.6 PCR en tiempo real

Se utilizé el kit comercial TagMan® RNA-to-CT ™ 1-Step Kit, para medir la
expresion de los genes B actina (como control enddégeno), INOS, COX-2,
NLRP3y UCEP2:
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Tabla 6
Componentes del kit comercial TagMan® RNA-to-CT ™ 1-Step Kit, para la
expresion de los genes iNOS, COX-2 NLRP3 y UCEP2.

Componentes (Life Volumen para Volumen final para
Technologies Gene unareaccion ensayo (20
Expression Assays ) muestras)
TagMan® RT-PCR Mix 5uL 100 pL
(2X)
TagMan® Gene 0,5 L 10 yL

Expression Assay (20X)

Sondas para BActina,
Inos, NLP2, UCP3

TagMan® RT Enzyme Mix 0,25 uL 5uL
(40X)
RNA template (up to 1 ug) 4,25 uL 85 uL

+ RNase-free H20

Adaptado de:Thermo Fisher Scientific, 2007

Nota: Se preparé una mix por cada gen a analizar en microtubos libres de
RNasas.

Se colocaron 4,25 uL del ARN extraido en tubos BIORAD cada uno por
duplicado, rapidamente se afadieron 5,75 uL de la mix preparada con cada
sonda (Tabla 6). Se centrifugd a 12000 rpm por 10 segundos y se coloco en el
termociclador (BIORAD, EEUU).

Las condiciones para PCR en tiempo real se ajustaron segun la tabla 7:
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Tabla 7
Condiciones del perfil térmico de la RT-PCR. Tomado de (Thermo Fisher
Scientific, 2007)

RT-PCR Temperatura Tiempo

Transcripcion reversa 48°C 15 min

Activacion de AMpliTaq 95°C 10 min
Gold® DNA

polimerasa(Ultrapure)

Desnaturalizacion 95°C 15 seg

Extension 60°C 1 min

Tomado de:Thermo Fisher Scientific, 2007

Para el analisis de los datos de RT- PCR, se utilizé el método comparativo de
Cr Los promedios de cada Ct se analizaron mediante una prueba de ANOVA

con correccion de Tuckey.
3.7 Produccion de Oxido nitrico

Se sembraron las células RAW264.7 a una densidad de 5x10* células/pocillo
(5%10° células/mL) en un volumen final de 100 uL/ pocillo en placa de 24
pocillos por 2 horas. EI medio de cultivo empleado fue DMEM sin rojo fenol
suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS) y 1% de la solucion penicilina-

estreptomicina (Tabla 8).

Transcurrido el tiempo de fijacidon se procedié a traté a las células con los
extractos que contenian polifenoles y los controles. Se realiz6é el analisis por
duplicado y se incubaron las células con los extractos por 24 horas en

condiciones normales (Figura 8).
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Tratamientos con cada una de sus concentraciones y cantidad colocadas en

cada pocillo.
TRATAMIENTOS CONCENTRACION CANTIDAD/POCILLO
LPS 1ug/mL 10 L
Quercetina 100uM 15,11 pL
Dexametasona 1uM 10 yL
Extractos 100ug/mL 10 uL
EtOH 1% 100pg/mL 10 pL
1 2 4 5 6
Control E. Solvente E. Solvente
A negativo Control negativo Organico Organico
9 1pgfml 1pgfml
B LPS (1pg/mL) | LPS (1pgimL) ﬁ'u‘;‘?;f; ﬁ'";?nﬂf;
LPS{1pg/mL)+ | LPS(1pg/mL)+
C Quercetine Quercetine E. ?OI:1?0% E. EtOI;H?U%
LPS{(1pg/mL)+ | LPS{1pg/mL)+ Vehiculo Vehiculo
D Dexametazona| Dexametazona Etanol 100% Etanol 100%
(1) (1u) (10uL) (10uL)

Figura 8. Disefio de la placa de 24 pocillos para la produccién de 6xido nitrico.

Transcurrido el tiempo de incubacion se retird el medio de cultivo de cada uno

de los pocillos y se conservo a -20°C en microtubos eppendorf. La placa de 24

pocillos con

cuantificacion de proteinas.

las células fijadas se guardé a -20°C para la posterior

Para determinar la produccion de o6xido nitrico se utilizé el kit Griess Reagent

System (Promega EEUU) como se describe a continuacion.

Inicialmente se preparé 1 mL de la solucion estandar de nitrito a una dilucion

(1: 1000) utilizando medio sin rojo fenol en un microtubo.
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El experimento se realizé en una placa de 96 pocillos. Las 2 primeras columnas

de la placa se destinaron para la curva estandar.

Para generar la curva estandar se colocaron 100 yL de la mix estandar en los 2
primeros pocillos y se afadieron 50 yL de la solucién tampoén en los pocillos
restantes. Inmediatamente se realizaron diluciones seriadas en los pocillos con
los duplicados para generar la curva estandar de nitrito con las concentraciones
de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 pM.

Se colocaron 50 pL de las muestras del medio recolectado en el resto de
pocillos. Con la ayuda de una pipeta multicanal se colocaron 50 pL de
sulfanilamida del kit Griess Reagent System en todos los pocillos utilizados.
Seguidamente, se incubd la placa por 10 min protegida de la luz a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se colocaron 50 pL solucion NED solucién
diclorhidrato de sulfanilamida/N-1-naftiletilendiamina del kit Griess Reagent
System en todos los pocillos y se incub6é a temperatura ambiente por 10
minutos protegidos de la luz. Se medi6 la absorbancia a 535 nm en el

espectrofotometro Biotek.

3.8 Cuantificacion de proteinas

3.8.1Lisis celular

Para la preparacién de la solucion tampén para lisis celular se utilizaron 80 mL
de Bmercaptoetanol y 8mL de la solucién tampon del kit PureLink ©® RNA Mini
Kit (Thermo Fisher Scientific, EEUU).

Se colocaron 300 uL por pocillo de la solucion preparada.
3.8.2Cuantificacién de proteinas

El kit utilizado para esta prueba fue Bicinchoninic Acid Kit for Protein
Determination compuesto por solucion A (Bicinchoninic Acid solution) y B

(Copper (I) sufate solution) (Sigma-aldrich, EEUU)
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La solucion de trabajo, se preparé con 50 mL de la solucién A 'y 1 mL de
solucién B. Fue necesario hacer una curva de referencia con Albumina de
suero bovino, (BSA), proteina estandar (Sigma-aldrich, EEUU). Las
conentraciones fueron de 1000 pyM, 800 uM, 600 uM, 400 uM, 200 uM 150 uM,

0 uM cada una por duplicados.

Las dos primeras columnas de la placa se destinaron para la curva estandar
con 100 uL por pocillo para cada concentracion. A continuacién se afadieron
25 pyL de las muestras de lisis celular en cada pocillo por duplicado.
Rapidamente se afadieron 200 uL de solucion de trabajo. Fue necesario cubrir
la placa de la luz mientras se incubé durante 30 min a 37°C. Antes de la lectura
de la absorbancia a 572 nm en el espectrofotometro Biotek se dejé enfriar la

placa.
3.9 Evaluacion estadistica de los resultados

Los resultados se analizaron en el programa de Microsoft Excel 2015
conjuntamente con el programa estadistico Graph Pad Prism v.6. Se realizé
una prueba ANOVA con comparacion de Tukey con un nivel de confianza al

95% para cada experimento realizado.

4. CAPITULO V. Resultados y Discusion
4.1 Evaluacién de la citotoxicidad de los extractos en macréfagos de
ratobn RAW 264.7

La evaluacion de la citotoxicidad de los extractos de Vaccinium floribundum:
etandlico, acuoso y preparados con solvente organico en macréfagos de ratdn

RAW264.7 se realizd con cuatro concentraciones 1, 10, 100, 1000 ug/ml.
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Citotoxicity of mortifio extracts in macrophages (RAW 264.7 cell line)
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Figura 9. Viabilidad celular de la linea celular RAW 264.7 frente a los extractos
de Vaccinium floribundum. SO: extracto con solvente organico. W: extracto
acuoso pH5. Etanol: Extracto etandlico pH3

En la figura 9 se puede observar que los extractos etandlico, acuoso y con
solvente organico presentaron una viabilidad celular superior al 80% para las
concentraciones entre 1 y 1000 ug/ml tomando como referencia al control de
crecimiento (células sin tratamiento). Segun Ji y sus colaboradores en su
investigacion demuestran que la emetina tiene un efecto inductor de apoptosis
debido a la inhibicién de la sintesis de proteinas de células eucariotas (2015,
p.12), es por ello que se empled como control de muerte a la emetina a una
concentracion de 100 ug/ml confirmando la muerte celular en la linea celular
RAW 264.7. Mediante el analisis ANOVA, se compard la viabilidad celular
frente a las diferentes concentraciones de los extractos, con el control de
crecimiento y el control negativo y no se encontré6 ninguna diferencia
significativa entre estos, por lo tanto los diferentes extractos no provocaron

efecto negativo en los macrofagos.

Segun los manifestado por Reyes y sus colaboradores (2015, p. 5), en su

investigacién para la expresion de genes de iINOS, TNF- alfa y 10 IL en los
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macréfagos RAW264.7 determinaron que la dosis no toxica de los extractos de
Aristotelia chilensis, Berberis microphylla y Vaccinium corymbosum era de 100
pg/ml, esta dosis fue utilizada en el resto de sus experimentos. Tomando en
cuenta estos resultados se selecciond la concentracion de 100 pg/ml como la
dosis no citotoxica para los ensayos posteriores corroborando lo anteriormente
mencionado, debido a que era la concentracion con la que se conseguia mas
del 80% de viabilidad celular.

4.2 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de Vaccinium floribundum

Se han identificado varios genes pro-inflamatorios que tienen un papel critico
en el proceso inflamatorio, entre estos podemos mencionar: INOS, COX2,
UCP2 y NLP3, los cuales se inducen en macrofagos activados por endotoxinas
como el liposacarido bacteriano (LPS). (Yong-Chen, Wen-Chen , & Ohashi,
2008).

Para el ensayo de inhibiciénde la produccién de NO, iINOS, COX-2 y NLRP3
se us6 LPS como control positivo. Los resultados del experimento se presentan

a continuacion.

4.2.1Inhibicion de la produccién de 6xido nitrico (NO) en macrofagos
RAW264.7

Para determinar la produccién de NO se midié la concentracién de los nitritos
(NO™?) en el medio de cultivo de la linea celular RAW 264.7 inducida con LPS,
por medio de una reaccion colorimétrica con sulfanilamida y dihidrocloruro de
N-1-naftil-etilendiamina (NED). Se evalud la produccion de NO debido a su

funcién principal durante la respuesta inflamatoria.

El 6xido nitrico producido por los macréfagos destriuyelos microorganismos
debido a que genera peroxinitrito por su reaccién con radicales libres de
oxigeno ejerciendo un efecto tdéxico para las células. (Velasquez y Posada,
2013, p. 16-17)



38

Para esta prueba se empled como control negativo a las células sin ningun tipo
de tratamiento, mientras que los controles positivos fueron; solo LPS (1ug/mL)
mediador de la inflamacibn que aumenta los niveles de NO,
(LPS + Dexametasona (1 yM) y LPS + Quercetina (100 uM), antioxidante que
inhibe la expresion de iINOS y por lo tanto reduce la produccion de NO y ayuda
a disminuir la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), causantes

del dafno celular (Fernandezy Torres, s.f, pp 3-12).

La produccion de oxido nitrico se calculd estableciendo la produccion de NO
por ug de proteinas. Se observé que el LPS aumentd la produccion de NO,
este efecto comparo con el ejercido por el extracto acuoso a pH5 de Vaccinium
floribundum que presentd el mejor efecto inhibidor de la producciéon de NO,
resultado de interés para el presente estudio, mientras que el extracto etandlico
a pH 5 aumenta la produccién de NO (Figura 10). Estos datos se pueden
comparar con los obtenidos Reyes y colaboradores en la que se demuestra
que el LPS aumentd la produccion de NO, mientras que los extractos de
Aristotelia chilensis, Berberis microphylla y Vaccinium corymbosum familia de
la especie de interés en este estudio, inhibieron significativamente la
produccion de NO en macréfagos RAW?264.7 (Reyes, et al., 2015, pp 5-7)

Produccion de Oxido Nitrico: uM NO/ pg
0,0500 proteinas

0,0450

0,0400

0,0350
Control LPS+Q LPS+D Extracto Extracto Extracto Vehiculo
negativo organico acuoso etandlico (EtOH 1%)

0,0300
0,0250
Tratamientos ™) (PH3)

0,0200
0,0150
0,0100
0,0050
0,0000

UM NO/ ug proteinas

Figura 10 Inhibicién de la produccién de NO de los extractos de Vaccinium
floribundum. Control negativo sin presencia de ningun extracto. Control
positivo: LPS (liposacarido), LPS+Q (liposacarido + Quercetina) y LPS+D
(liposacarido + Dexametasona).
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4.2.2 Expresion de los genes iNOS, COX-2 NLRP-3 Y UCEP-2

Se evalué la expresion de los genes INOS, COX-2 NLRP3 y UCEP2 a partir del
RNA extraido a partir de macrofagos tratados con LPS y expuestos a los
extractos: etandlico a pH3, acuoso a pH5 y con acetato de etilo. Se pudo
determinar que los macrofagos RAW264.7 tienen una baja expresion de los
genes INOS, COX-2 NLRP3 cuando no son estimulados con LPS. Se uso la B-
actina como control endégeno ya que es uno de los controles comunmente
utilizados para células de ratén y sirve para normalizar la expresién relativa de
cada gen (QIAGEN, 2015).

El ARN obtenido a partir de los macréfagos de raton RAW264.7 tuvo un rango
de pureza de 1,8 — 2,1 en los 3 ensayos realizados (Tabla 9). Estos valores se
encuentran dentro del rango aceptable, que indica la calidad del ARN extraido.
El valor para la relacion A260/280 es de 2.0-2.2 y > 1.7 (Banco ADN, 2015). A
partir de las relaciones calculadas se puede comprobar que el ARN extraido
esta libre de contaminaciéon de fenoles o proteinas y es O6ptimo para la

realizacion de la prueba RT PCR.
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Tabla 9

Cuantificacién de ARN obtenido a partir de las células RAW264.7 tratadas con

los extractos de Vaccinium floribundum.

MUESTRA CONCENTRACION CALIDAD

(ng/ul) (A260/280)
Control negativo 308,31 2,10
Control positivo: LPS 376,67 2,11
Control positivo: LPS+ 212,87 2,10

Quercetina
Control positivo: LPS+ 145,96 2,08
Dexametazona
Extracto con solvente 374,21 2,11
organico

Extracto acuoso 276,03 2,09
Extracto etandlico 165,58 2,07
Vehiculo: EtOH 1% 137,71 2,10

4.2.2.1 Efecto de los extractos en la expresion del gen iNOS en la linea
celular RAW 264.7

En la figura 11 se observan los resultados del efecto de los extractos sobre la
expresion del gen iINOS comparados con el control (macréfagos sin ningun tipo
de tratamiento). La linea celular RAW294.7 responde a la estimulacion con LPS

mediante la activacién del gen iNOS.
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Figura 11. Inhibicion de expresion de INOS por los extractos Vaccinium
floribundum en la linea celular de macréfagos RAW 264.7. SO: extracto con
solvente organico. W: extracto acuoso pH5. Etanol: Extracto etandlico pH3)

Los resultados obtenidos indican que el extracto acuoso a pH5 y el extracto con
acetato de etilo muestran el mejor efecto inhibitorio sobre la expresion del gen
INOS, si comparamos con el control de las células tratadas con LPS (Ver
figura 11). En la investigacién de Velasquez y Posada se menciona que el
extracto acuoso de Tabebuia chrysantha no afecta la expresion de dicho gen
mientras que el extracto con solvente organico disminuye la expresion de
INOS (Velasquez y Posada, 2013, p. 48)

Segun Alfieri (2003, p. 3-5, 15), INOS se expresa en los macrofagos activados
expuestos a LPS e IFN-8, su producto génico tiene la funcion de catalizar la
reaccion de conversion de arginina a citrulina en donde se libera NO, que es
téxico para ciertas células y procesos bioldgicos, siendo esta la reaccion que se
inhibe. Por lo tanto, el extracto acuoso a pH5 comparado con el control
negativo y el control positivo con LPS promueve la inhibicién de iINOS y asi se

genera una disminucion dela produccion de NO (Alfieri, 2013, pp 17).
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El extracto etandlico a pH 3 de Vaccinium floribundum promueve la expresion
del gen INOS, por lo tanto genera grandes cantidades de NO provocando
efectos negativos a nivel celular, desde una mayor vasodilatacion hasta la
muerte celular (Alfieri, 2013, pp15). Este resultado se comprobé mediante la
prueba de ANOVA con la comparacion de Tuckey que indico que existen
diferencias significativas cuando se compara este tratamiento con el control

(Ver anexo 9).

4.2.2.2 Efecto de los extractos en la expresion del gen COX-2 en la linea
celular RAW 264.7

Los mediadores quimicos implicados en el proceso inflamatorio son
sintetizados por la via de la ciclooxigenasa, en donde COX-1 y COX-2 son las
isoformas de esta enzima. COX-2 es una de las isoenzimas estimuladas por
citoquinas y el lipopolisacarido bacteriano provocando la produccion de
mediadores de la inflamacién como la prostaglandina PGE,. COX ejerce su
funcion sobre el acido araquindénico promoviendo la formacién de
prostaglandinas, la cual estimula la inflamaciéon generando dolor y fiebre.
Existen inhibidores selectivos para COX-2 que reducen la inflamacién
(Chaverri, 2004, pp 8-14).
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Figura 12 Inhibicion de la expresién de COX-2 en la linea celular RAW264.7
tratada con los extractos de Vaccinium floribundum. Control: Control negativo.
LPS: control positivo SO: extracto con solvente organico. W: extracto acuoso
pHS. Etanol: Extracto etandlico pH3)
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En figura 12 se pueden observar los niveles de expresion de COX-2. El
tratamiento con los extractos de acetato de etilo y el extracto acuoso a pH5
provocaron la disminucion de la expresion de dicho gen comparando con el
control positivo (células tratadas con LPS). Estos resultados contradicen lo
publicado por Velasquez y Posada que evaluaron la actividad anti-inflamatoria
in vitro de extractos de Tabebuia chrysantha y determinaron que los extractos
de acetato de etilo, butanol y agua comparados con el LPS inducen la

expresion del gen COX-2 (Velasquez y Posada, 2013, p. 47- 48).

Por otro lado, se puede observar que el efecto del extracto etandlico a pH3
tiene relacion con el vehiculo (EtOH 1%) debido a que el tratamiento solo con

el vehiculo promueve la expresién del gen.

El extracto acuoso y el extracto con solvente organico tendrian un efecto anti-

inflamatorio debido a la inhibicion de la expresion de COX-2 (Ver anexo 10).

4.2.2.3 Efecto de los extractos en la expresion del gen NLRP-3 en la linea
celular RAW 264.7

Nivel de expresion NLRP3

151

101

Nivel de expresién

Figura 93 Inhibicién de la expresion de NLRP3 en la linea celular RAW264.7
tratada con los extractos de Vaccinium floribundum. Control: Control negativo.
LPS: control positivo SO: extracto con solvente organico. W: extracto acuoso
pHS5. Etanol: Extracto etandlico pH3)
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En la figura 13 se puede observar que tanto el extracto acuoso de Vaccinium
floribundum como el extracto etandlico no inhiben la expresion del gen NLRP3
comparando con las células tratadas con LPS, demostrando asi una capacidad
antiinflamatoria nula. El gen NLRP3 es necesario para la defensa frente a los
agentes nocivos y es por ello que alguna alteracion de la expresion de este gen
promueve una respuesta inflamatoria cronica y descontrolada (Ver anexo 11)
(Ozaki, Campbell y Doyle , 2015, pp 13-15).

4.2.2.4 Efecto de los extractos en la expresion del gen UCP2
en la linea celular RAW 264.7

Los macrofagos murinos RAW 264.7 tratados con los extractos de Vaccinium
floribundum y estimulados con LPS no presentaron expresion del gen UCP2
(Tabla 9), UCP2 que codifica para una proteina de desacoplamiento
mitocondrial tiene como funcién controlar las especies reactivas de oxigeno

producidas durante el proceso inflamatorio.

Segun Anneda (2009, p. 43) los macréfagos estimulados por LPS presentan
niveles altos de expresiéon de UCP2 Ilo que provoca un aumento en la
formacion de especies reactivas de oxigeno. Los extractos de Vaccinium
floribundum no tiene efecto en la expresion de UCP2, por lo tanto, no ejercen

ningun efecto sobre este mediador de la inflamacion.
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Tabla 9

Expresion del gen UCP2 en la linea celular RAW 264.7 tratada con los

extractos

MUESTRA Cq Cq
Control 17,09 16,6
LPS 16,65 16,24
Vehiculo (Etanol 1%) 19,75 19,75
LPS + Quercetina 16,11 16,04
LPS + Dexametasona N/A N/A
Solvente orgéanico N/A N/A
Acuoso N/A N/A
Etandlico N/A N/A

NTC 21,93

Las células, especialmente los macréfagos, al ser inducidas con LPS producen
mediadores de la inflamacion como: PGE2, TNF-a, NO, COX (Velasquez y
Posada, 2013, p. 48). Los experimentos mostrados anteriormente demuestran
que los extractos acuoso a pH3 y con solvente organico de Vaccinium

floribundum inhiben la expresion de los genes INOS, COX-2 y NLRP3 y la
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produccion de NO en la linea de macrofagos RAW264.7 estimulados con LPS,

resultados que confirman el efecto antiinflamatorio de estos extractos.

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La viabilidad celular de la linea celular RAW 264.7 tratada con los extractos de

Vaccinium floribundum es superior al 80% con respecto al control.

El extracto acuoso a pH5 de Vaccinium floribundum se destacé como el mejor
inhibidor de la produccion de oxido nitrico, y dicho efecto se relaciona con la
disminucién de la expresion de los genes INOS, y COX-2 en los macréfagos de

ratbn RAW264.7 lo que le atribuye efectos antiinflamatorios.

El extracto etandlico a pH3 promueve la produccion de éxido nitrico y estimuld
la sobreexpresion de los genes iINOS, COX-2, NLRP3 por lo tanto se determind

que la capacidad antiinflamatoria de este extracto es nula.

Entre todos los extractos evaluados, el extracto acuoso de Vaccinium

floribundum a pH5 ejerce un mayor efecto antiinflamatorio.

6.2 Recomendaciones

A partir de estos datos obtenidos se recomienda realizar mas ensayos para
confirmar dicho estudio y profundizar los conocimientos para la utilizacion de
estos extractos de Vaccinium floribundum, como un tratamiento preventivo de

enfermedades cronicas inflamatorias que afectan al ser humano.
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Anexo 1 Grafica RT-PCR: Amplificacion de B actina con fluoréforo VIC
macrofagos RAW 264.7

Amplification

8000
7000
6000

5000

RFU

4000

3000 ]

2000

1000 ]

Amplification

‘FU

Anexo 2 Grafica RT-PCR: Amplificacion de 3 actina con fluoréforo VIC en
escala logaritmica de macréfagos RAW 264.7
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Anexo 1 Grafica RT-PCR. Amplificacién de iINOS con fluoréforo FAM de
macrofagos RAW 264.7

Amplification
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Anexo 2 Grafica RT-PCR. Amplificacién de iINOS con fluoréforo FAM, escala
logaritmica, de macrofagos RAW 264.7
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Anexo 3 Grafica RT-PCR. Amplificacién de COX-2 con fluoréforo FAM de
macrofagos RAW 264.7

Amplification
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Anexo 4 Grafica RT-PCR. Amplificacion de COX-2 con fluoréforo FAM, escala
logaritmica, de macréfagos RAW 264.7
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Anexo 5 Grafica RT-PCR. Amplificacion de NLRP3 con fluoréforo FAM de

macrofagos RAW 264.7 tratados con extracto de Vaccinium floribundum

Amplification
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Anexo 6 Grafica RT-PCR. Amplificacion de NLRP3 con fluoréforo FAM, escala
logaritmica de macréfagos RAW 264.7
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Anexo 7 Prueba de ANOVA con comparacion de Tuckey: Expresion de iINOS

Number of families

Number of comparisons per

family 28
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons | Mean | 95% CI Adjusted P
test Diff of diff, | Significant Value
1557 to
Vehiculo (Etanol 1%) vs. LPS | 9262 | 16968 Yes 0,0186 C-B
-9672 to
LPS+ Quercetina vs. LPS | -1967 5739 No 0,9598 D-B
LPS+ Dexamentasona vs. -9198 to
LPS -1493 | 6213 No 0,9907 E-B
-9187 to
SO vs. LPS -1481 6224 No 0,9911 F-B
-8431 to
W vs. LPS -725 6980 No 0,9999 G-B
964 to
Etanol vs. LPS 8670 | 16375 Yes 0,0269 H-B

60

Anexo 8 Prueba de ANOVA con comparacion de Tuckey: Expresion de COX-2

Number of families

Number of comparisons per

family 28
Alpha 0,05
Tukey's multiple Mean 95% CI Adjusted P
comparisons test Diff, of diff, |Significant|Value
Vehiculo (Etanol 1%) vs. 57 to
LPS 102 147 Yes 0,0003 C-B
LPS+Quercetina vs. LPS -15 -60 to 30 No 0,8658 D-B
LPS+Dexamentasona vs. -32 -771t0 13 No 0,22 E-B




LPS
-84 to
SO vs. LPS -38 6,7 No 0,1061 F-B
W vs. LPS -28 | -73to 17 No 0,3258 G-B
Etanol vs. LPS 2,3 43 to 47 No > 0,9999 H-B

61

Anexo 9 Prueba de ANOVA con comparacion de Tuckey: Expresion de NLRP3

Number of families

Number of comparisons per

family 28
Alpha 0,05
Tukey's multiple Mean | 95% CI Adjusted P
comparisons test Diff of diff | Significant Value
Vehiculo (Etanol 1%) vs. -5,8 to
LPS -0,7 4.4 No 0,9988 C-B
-3,9 to
LPS+Quercetina vs. LPS 1,3 6,4 No 0,9674 D-B
LPS+Dexamentasona vs. -3,5to
LPS 1,6 6,7 No 0,8981 E-B
-5,6 to
SO vs. LPS -0,45 4,7 No > 0,9999 F-B
-4,1 to
W vs. LPS 1 6,1 No 0,9901 G-B
Etanol vs. LPS 10 5,0to 15 Yes 0,0007 H-B
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