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INTRODUCCION

La inflamacion es una reaccion de los tejidos vivos hacia la lesion y comprende
respuestas sistémicas y locales (Saleem M et al., 2011); en la actualidad existen
diversos tratamientos para prevenir y disminuir la inflamacion, los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) representan una de las clases mas
comunes de medicamentos utilizados en todo el mundo, con un uso estimado de >
30 millones por dia para la inflamacion y trastornos relacionados (Wallace J. L. et
al., 2010). Desafortunadamente, ademas del excelente potencial antiinflamatorio
de los AINE, los efectos secundarios graves tales como la ulceracion
gastrointestinal (Gl), perforacion, obstruccion y hemorragia han limitado el uso
terapéutico de los AINE (Shaikh R. et al., 2016) y aunque los farmacos sintéticos
dominan el mercado, no se puede descartar el elemento de toxicidad que implican
estos medicamentos (Singh M. et al., 2010), por lo cual es importante la busqueda
de nuevos compuestos con actividad biologica derivados de productos naturales
como nuevas alternativas farmacologicas. En el presente trabajo se evaluara la
actividad antiinflamatoria del extracto de medusa Cotylorhiza tuberculata en
células J774A.1. Dicho extracto ha sido estudiado por su actividad biolégica
anticancerigena y antioxidante, aunque no se ha evaluado aun la actividad
antiinflamatoria se sabe que metabolitos de extractos de medusa tienen potente
actividad biolégica (Leone A. et al.,2013), por lo que es importante corroborar
cientificamente su efecto farmacolégico asi como determinar su mecanismo de
accion, mediante su evaluacion antiinflamatoria y citotoxica, lo que puede permitir
contar con productos biol6gicos para combatir diferentes tipos de enfermedades

inflamatorias que aquejan a la poblacion.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad del extracto proteico
de medusa Cotylorhiza tuberculata en un modelo de inflamacion de macro6fagos.
Esto se evaluard mediante la cuantificaciébn de citocinas proinflamatorias y la
correlacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos de Cotylorhiza
tuberculata en la produccién de las citocinas mediante su expresion génica y

cuantificacion en el sobrenadante celular.



MARCO TEORICO

Inflamacion

La inflamacién representa un mecanismo de defensa protector y vital para la
salud; durante la respuesta inflamatoria se presenta vasodilatacion e incremento
en la permeabilidad de los capilares en el area afectada, debido a la liberacién de
histamina por parte de los mastocitos, asi como células blancas, nutrientes y
fibrinbgeno que entran al area seguidos por neutrofilos y monocitos que luego se
convierten en macrofagos. EI macréfago es una célula fagocitica presente en el
tejido conectivo de los vertebrados. Es a su vez una célula extraordinariamente
versatil debido al papel que juega en la presentacion y procesamiento de los
antigenos, en la produccién de moléculas con actividad biolégica como proteasas,
citocinas y factores de crecimiento (FC), y en el metabolismo de los lipidos (Robb
C. et al., 2016; Echeverri D et al., 2004).

La inflamacion es un proceso tisular constituido por una serie de fenémenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones
fisicas, quimicas o biologicas. Los aspectos béasicos que se destacan en el
proceso inflamatorio son en primer lugar, la focalizacién de la respuesta, que
tiende a circunscribir la zona de lucha contra el agente agresor. En segundo lugar,
la respuesta inflamatoria es inmediata, de urgencia y por tanto,
preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el desarrollo posterior
de una respuesta especifica. En tercer lugar, el foco inflamatorio atrae a las
células inmunes de los tejidos cercanos. Las alteraciones vasculares van a
permitir, ademas, la llegada desde la sangre de moléculas inmunes (Gallin,1989;
Koo et al, 1989; Male et al 1991)

Clasicamente la inflamacion se ha considerado integrada por los cuatros signos de
Celso: Calor, Rubor, Tumor y Dolor. El calor y rubor se deben a las alteraciones
vasculares que determinan una acumulacién sanguinea en el foco. El tumor se

produce por el edema y acumulo de células inmunes, mientras que el dolor es



producido por la actuacion de determinados mediadores sobre las terminaciones

nerviosas del dolor.
Fases de la inflamacién
De forma condensada podemos dividir la inflamacion en cinco etapas:

1

Liberacion de mediadores. Son moléculas, la mayor parte de ellas, de
estructura elemental que son liberadas o sintetizadas por el mastocito bajo

la actuacion de determinados estimulos.

N
1

Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada
de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

3- Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en
su mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al
foco.

4- Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las
respuestas inmunes, el fenomeno inflamatorio también integra una serie de
mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso.

5- Reparacion. Fase constituida por fenbmenos que van a determinar la

reparacion total o parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por

la propia respuesta inflamatoria. Existen numerosos mediadores
moleculares de la inflamacién, que incluyen citocinas y quimiocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, con atenuacién de los efectos del
mediador proinflamatorio que ayudan a "desconectar" con éxito la
inflamacion (Serhan C. N et al., 2007).

Las citocinas son polipéptidos o glucoproteinas extracelulares, hidrosolubles,
variando entre 8 y 30 kDa. Se generan por medio de diversos tipos de celulares en
la region de la lesion y por células del sistema inmunologico a traves de la
activacion de proteinocinasas activadas por mitdbgeno. Asi, las citocinas influyen
en la actividad, la diferenciacion, la proliferacion y la sobrevida de la célula
inmunoldgica; también regulan la produccién y actividad de otras citocinas, que

pueden aumentar (proinflamatorias) o atenuar (antiinflamatorias) la respuesta



inflamatoria. Entre las proinflamatorias estan las interleucinas (IL-) 1, 2, 6, 7 vy
TNF- (factor de necrosis tumoral). Dentro de las antiinflamatorias se encuentran
las interleucinas IL-4, IL10, IL-13 y FTCp (factor transformador de crecimiento )
2,4 (Lin E. et al., 2000).

La IL-1 es secretada por macrofagos y monocitos, asi como también por células
no inmunoldgicas, tales como fibroblastos y células endoteliales activadas durante

la lesion celular, la infeccidn, la invasion y la inflamacion (Barros et al., 2011).
Citocinas en lainflamacion

Las citocinas desempefian un papel clave en el proceso inflamatorio que es
definido por el balance entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. Entre
las citocinas proinflamatorias destacan las quimiocinas, grupo de péptidos de bajo
peso molecular entre los que se encuentra la IL-8, que estan implicados en la
guimiotaxis y en la activacion de los distintos tipos celulares que participan en la
inflamacion. Por otro lado, la IL-1 y el TNF tienen un efecto sinérgico sobre la
inflamacion, que también es promovida por el IFN a través del aumento del TNF.
Existen numerosas citocinas antiinflamatorias, entre las que destacan la IL-10, el
IL-1ra (receptor del antagonista de la IL-1) y los receptores solubles de la IL-1
(p68) y del TNF (p55 y p75). Por su lado, la IL-6 tiene a la vez propiedades
proinflamatorias (es uno de los principales inductores de las proteinas de fase
aguda) y antiinflamatorias, y en este sentido es capaz de promover la sintesis de

IL-1ra y de los receptores solubles del TNF. (Filella et al, 2002)

Los macréfagos, monocitos, eosinofilos, hepatocitos y la glia se encargan de
segregar la IL-6 que es una glucoproteina de 22 a 27 kDa siendo la IL-1 y el FNTa
potentes inductores de esta (Sommer C. et al., 2010). EI FNTa también conocido
como caquectina, es una citocina proinflamatoria producida principalmente por
monocitos, macréfagos y linfocitos -T, que abundan en el peritoneo y en el tejido
esplacnico. También estd presente en las neuronas y células de la glia,
desempefando funciones importantes tanto en la hiperalgesia inflamatoria como

en la neuropética (Curfs J. H. et al., 1997).



Para el tratamiento de la inflamacion existen diversas alternativas de productos
naturales. Actualmente, se reconoce que las medusas marinas estan sujetas a la
proliferacion mundial en las zonas costeras, convirtiétndose en un problema

ecologico y social crucial en las ultimas décadas.

Por el contrario, bajo una perspectiva opuesta, la gran cantidad de biomasa de
medusas podria considerarse como una valiosa fuente de compuestos bioactivos
que incluyen péptidos bioactivos, colageno y gelatina, oligosacaridos, acidos
grasos, enzimas, calcio, minerales solubles en agua y biopolimeros (Leone A, et
al.,2013).

Cotylorhiza tuberculata

Cotylorhiza tuberculata, la medusa rizostbmica mas comidn en el mar
Mediterrdneo, esta sujeta a brotes de la poblacion de verano. Las abundancias de
medusas altas se pueden encontrar en bahias cerradas como la bahia de Vlyho
en la isla jonica de Lefkada-Grecia (Kikinger R,1992) y en las lagunas costeras,
como el Mar Menor en el mar Mediterrdneo occidental donde se han observado

floraciones anuales desde 1995 (Pérez-Ruzafa A. et al.,2002).

OBJETIVO GENERAL:

Determinar la actividad antiinflamatoria de extracto proteico de Cotylorhiza tuberculata

usando como modelo la linea celular de macréfagos J774A.1.
Objetivos especificos:
e Cuantificacion de proteinas del extracto de Cotylorhiza tuberculata.
e Cultivo y proliferacion de células J774A.1.
e Determinar la viabilidad de células J774A.1 de Cotylorhiza tuberculata.

e Cuantificar los niveles de las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias IL-1, IL-6

YTNF-a en sobrenadantes de cultivos de células J774A.1.



Correlacionar la actividad anti-inflamatoria de los extractos de Cotylorhiza tuberculata
en la produccién de las citocinas IL-1, IL-6, y TNF-a mediante su expresion génica y

cuantificacion en el sobrenadante celular.



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Durante el desarrollo del presente proyecto se procedio al cultivo de células de la
linea celular de macréfagos J774A.1 en medio Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS), se
incubaron a 37°C en una atmosfera humidificada del 5% de CO,, hasta su
confluencia. Cabe destacar que se requeria contar con un cultivo estéril para el
ensayo de actividad citotoxica; razon por la que se retrasdé muchisimo el avance
del mencionado proyecto, pues se requirieron mas de diez intentos para conseguir

el cultivo celular libre de contaminacion.

Los macrofagos J774A.1 serian sembrados en DMEM enriquecido con suero fetal
bovino (10%) en placas de cultivo de 96 pocillos y tratados con extractos de
Cotylorhiza  tuberculata en ensayos individuales usando diferentes
concentraciones (dosis-respuesta). La densidad dptica (DO) se determind a una
longitud de onda de 540 nm en un lector de placas de ELISA (Marca BioRad). Sin
embargo, para la fecha en la que se iban a llevar a cabo dichos ensayos, no se
contaba con los extractos de Cotylorhiza tuberculata, motivo por el cual se trabajo
con el extracto de Stevia viscida a una concentracion de 10 mg/ml, de este
extracto se realizaron 8 diluciones para asi obtener concentraciones distintas (6.5,
12.5, 25, 50, 100 150, 200 y 250 ug/ml), se procedié6 a hacer el ensayo de
actividad citotoxica para lo cual habia que evaluar la viabilidad celular usando un
ensayo de bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT).

Los resultados obtenidos en el primer ensayo superaban el 100% por lo que se
analizaron los cultivos y habia contaminacién bacteriana presente, por lo que se
tomé la decision de desechar los cultivos y comenzar nuevos cultivos con una

nueva linea de macréfagos.

Una vez logrado el cultivo de la linea celular libre de contaminacion se procedio
hacer el ensayo de viabilidad, utilizando extracto de Stevia, se sembraron dos
placas utilizando diferentes cantidades de macrofagos (5,000 y 50,000), las
concentraciones del extracto, utilizadas fueron (6.5, 12.5, 25, 50, 100 150, 200 y



250 pg/ml). Esto se realiz6 para definir la cantidad de células a utilizar en el

ensayo Y se decidi6 trabajar con 50,000 células.

Después de determinar el nimero de células que se sembrarian se realiz6 el
ensayo de viabilidad por triplicado, se sembraron 3 placas en las mismas
condiciones (50,000 macrofagos por pozo), mismo analista, mismo dia y mismas

concentraciones de Stevia utilizadas en el ensayo anterior.

Para el siguiente ensayo se utilizd6 extracto de Stevia y extracto de Cotylorhiza
tuberculata, este ultimo tenia una concentracion de 10 mg/ml y se realizaron dos
diluciones de 200 y 400 pg/ml. Se utilizaron dos placas con 50,000 células en cada
pozo, en la Placa A aparte del ensayo con extracto de Stevia también se utilizd
para realizar el ensayo con Cotylorhiza tuberculata.

Por ultimo, se realizaron 3 ensayos con extracto de Stevia, en 3 dias diferentes y
mismo analista, se sembraron 50,000 células por pozo y se trataron con las
concentraciones de Stevia antes mencionadas (6.5, 12.5, 25, 50, 100 150, 200 y
250 pg/ml).

Cabe destacar que:

La determinacién de la produccion de oxido nitrico, la estimulacion de macréfagos
J77A.1 con la consiguiente determinacion de niveles de interleucinas pro y
antiinflamatorias, y la Extraccion de RNA con la consecutiva sintesis de cDNA, que
nos permitiria determinar la expresion génica de las citocinas, no fue posible
llevarla a cabo en virtud de la interrupcién de las actividades debido a la huelga de

3 meses realizada por el sindicato en la universidad.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Para analizar la actividad citotdxica de extracto de Stevia viscida se utilizo el
ensayo de MTT, para lo que en el primer ensayo realizado se obtuvieron los
siguientes datos mostrados en la figura 1, podemos observar a simple vista que

los porcentajes de viabilidad de cada una de las concentraciones estan superiores
al 100%.

Figura 1. Viabilidad de extracto de

stevia viscida
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Para determinar la cantidad de células a utilizar en el ensayo se obtuvieron los
resultados mostrados en la figura 2 y 3, se observa que la Unica concentracién que
esta dentro de la desviacién_estandar es la de 12.5 pero cabe sefalar que supera
el 100%, las deméas concentraciones se encuentran fuera de la desviacion
estandar y en la placa con 5,000 células se encuentran dos concentraciones que
estan cercanas al 50% de viabilidad celular mientras que en la placa con 50, 000
células los porcentajes de viabilidad celular son arriba del 70%, es por esto que se
decide, sembrar 50,000 células, ademas que esta cantidad de células es la que

generalmente se utiliza en ensayos de viabilidad celular.
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Figura 2. Viabilidad de extracto de
Stevia en placa con 5,000 celulas
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Figura 3. Viabilidad de extracto de
Stevia en placa con 50,000 celulas
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Se hizo un primer ensayo por triplicado, utilizando Placa A, B y C los resultados
mostrados en la figura 4, 5 y 6 muestran porcentajes superiores al 100% sobre
todo en la Placa A y C, como se menciona, fueron las mismas condiciones, el
mismo analista, el mismo dia y la variacioén de la hora fue minima sin embargo al
analizar los graficos en cada concentracién de cada placa, por ejemplo en la
concentracion de 25 ug/ml en la Placa A se obtuvo un porcentaje de células

viables de 147%, en la Placa B 81% y en la Placa C 105%, este porcentaje se

12



determind con la siguiente férmula

. 7s n° de celulas vivas
% viabilidad = : x 100
promedio de celulas no tratadas

Los datos se analizaron por ANOVA y se demostré que los datos obtenidos no son
estadisticamente significantes ya que las medias no presentan diferentes y el
valor de p>0.05 y aunque principalmente se busca que las medias no sean

diferentes en este caso debido a que la mayoria de los datos superaban el 100%
no se podia aceptar como valido este ensayo.

Figura 4. Viabilidad de extracto de
stevia
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Figura 5. Viabilidad de extracto de
stevia
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Figura 6. Viabilidad de extracto de

stevia
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En el siguiente ensayo se determind viabilidad celular tanto del extracto de
Cotylorhiza tuberculata como de Stevia viscida, al analizar los ensayos realizados
con el extracto de Stevia (Figura 8 y 9) se puede notar que nuevamente se
obtienen datos superiores al 100% aunque en esta ocasion son Unicamente en las
concentraciones de 6.25 y 12.5 de la Placa B, en la placa A se puede observar
mucho mejor la viabilidad celular de Stevia ya que se obtuvieron porcentajes de
viabilidad cercanos al 100% en las primeras concentraciones y en las ultimas son
inferiores al 50%. sin embargo, debido a que alun se obtuvieron porcentajes
superiores y que los errores estandar se traslapan, como vemos los datos son
muy variables esto pudo deberse a que al momento de sembrar las células en la
placa no se hizo de la manera correcta o la cantidad de células en algunos pozos
fue mayor y al momento de incubar las células proliferan, también pudo tratarse de
un error del analista al momento de afadir las distintas concentraciones de Stevia

a los pozos, debido a esta variaciones se decidio realizar un ensayo mas.
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Al evaluar la viabilidad del extracto de Cotylorhiza tuberculata Unicamente se
utilizaron dos concentraciones y como se ve en la figura 10 ambas
concentraciones dieron valores superiores al 100%.

Figura 8. Viabilidad de extracto de
stevia
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'-§ 60 T 4-14
o 40 -
s 20 T —
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Figura 9. Viabilidad de extracto de
stevia
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Figura 10. Viabilidad de extracto
proteico de Cotylorhiza tuberculata
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Se realizaron 3 Ultimos ensayos con extracto de Stevia, en 3 dias diferentes,
mismo analista y las concentraciones utilizadas en los ensayos anteriores, se
muestra en los gréaficos 11, 12 y 13 que los porcentajes de viabilidad celular de las
concentraciones de 6.5 ug/ml a la de 50 ug/ml son altos mientras que en las
concentraciones de 100 pug/ml a 250 ug/ml se encuentran por debajo del 50% de
viabilidad celular. En cuanto al andlisis estadistico igualmente realizado por
ANOVA inicialmente nos dice que los datos obtenidos son estadisticamente
significativos y que el valor de p<0.05; pero al hacer el analisis comparativo para
cada una de las concentraciones nos demuestra lo que las graficas ya hacian
notar,(Figura 12) en las 4 primeras concentraciones no existe diferencia entre las
medias y el valor de p>0.05 y en las ultimas 4 concentraciones si se presenta

diferencia entre las medias y el valor de p<0.05.
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Figura 11. Viabilidad de extracto de

stevia
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Figura 13. Viabilidad de extracto de
stevia
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Figura 12. Analisis estadistico de viabilidad celular
de Stevia visicida
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CONCLUSIONES

La viabilidad celular de J774A.1 estimuladas con Stevia viscida y Cotylorhiza
tuberculata se mantiene en parametros 6ptimos de proliferacién y desarrollo lo que
sugiere su posible evaluacion con LPS.

OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

Se logro el cultivo y proliferaciéon de células J774A.1 en medio DMEM, en las

condiciones establecidas por la técnica antes mencionada.

Una vez establecido el cultivo se realizé el ensayo de viabilidad celular con Stevia

viscida como control de ensayo, el cual se realiz6 a una concentracion de 10
mg/ml.
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Resumen

Introduccién

La inflamacion es una reaccion de los tejidos vivos hacia la lesion y comprende
respuestas sistémicas y locales (Saleem M et al., 2011); en la actualidad existen
diversos tratamientos para prevenir y disminuir la inflamacion, los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) representan una de las clases mas
comunes de medicamentos utilizados en todo el mundo, con un uso estimado de >
30 millones por dia para la inflamacién y trastornos relacionados (Wallace J. L. et
al., 2010). Desafortunadamente, ademas del excelente potencial antiinflamatorio
de los AINE, los efectos secundarios graves tales como la ulceracion
gastrointestinal (Gl), perforacion, obstruccién y hemorragia han limitado el uso
terapéutico de los AINE (Shaikh R. et al., 2016) y aunque los farmacos sintéticos
dominan el mercado, no se puede descartar el elemento de toxicidad que implican
estos medicamentos (Singh M. et al., 2010), por lo cual es importante la busqueda
de nuevos compuestos con actividad biologica derivados de productos naturales
como nuevas alternativas farmacolégicas. En el presente trabajo se evaluara la
actividad antiinflamatoria del extracto de medusa Cotylorhiza tuberculata en
células J774A.1. Dicho extracto ha sido estudiado por su actividad biologica
anticancerigena y antioxidante, aunque no se ha evaluado aun la actividad
antiinflamatoria se sabe que metabolitos de extractos de medusa tienen potente
actividad biolégica (Leone A. et al.,2013), por lo que es importante corroborar
cientificamente su efecto farmacologico asi como determinar su mecanismo de
accion, mediante su evaluacion antiinflamatoria y citotoxica, lo que puede permitir
contar con productos biologicos para combatir diferentes tipos de enfermedades

inflamatorias que aquejan a la poblacion.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad del extracto proteico
de medusa Cotylorhiza tuberculata en un modelo de inflamacion de macro6fagos.
Esto se evaluara mediante la cuantificacion de citocinas proinflamatorias y la

correlacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos de Cotylorhiza

22



tuberculata en la produccién de las citocinas mediante su expresion génica y

cuantificacion en el sobrenadante celular.
Objetivos

El objetivo general: de presente trabajo fue: Determinar la actividad
antiinflamatoria de extracto proteico de Cotylorhiza tuberculata usando como
modelo la linea celular de macréfagos J774A.1. y como objetivos especificos: se
plantearon: Cuantificacion de proteinas del extracto de Cotylorhiza tuberculata;
Cultivo y proliferacion de células J774A.1; Determinar la viabilidad de células
J774A.1 de Cotylorhiza tuberculata; Cuantificar los niveles de las citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias IL-1, IL-6 yTNF-a en sobrenadantes de cultivos
de células J774A.1 y Correlacionar la actividad anti-inflamatoria de los extractos
de Cotylorhiza tuberculata en la produccion de las citocinas IL-1, IL-6, y TNF-a

mediante su expresion génica y cuantificacion en el sobrenadante celular.

Conclusiones
La viabilidad celular de J774A.1 estimuladas con Stevia viscida y Cotylorhiza
tuberculata se mantiene en parametros optimos de proliferacion y desarrollo lo que

sugiere su posible evaluacion con LPS.

Objetivos y metas alcanzadas

Se logro el cultivo y proliferaciéon de células J774A.1 en medio DMEM, en las
condiciones establecidas por la técnica antes mencionada.

Una vez establecido el cultivo se realizé el ensayo de viabilidad celular con Stevia
viscida como control de ensayo, el cual se realiz6 a una concentracién de 10

mg/ml.
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