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INTRODUCCION

1. Enfermedad inflamatoria intestinal

1. 1. Generalidades

La denominacién enfermedad inflamatoria intestinal (EII) engloba una serie de
trastornos multisistémicos de etiologia desconocida, caracterizados por una inflamacion
recurrente del tracto gastrointestinal y cuyos cuadros clinicos mas representativos son la
colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC). Ambas presentan sintomas
clinicos comunes como dolor abdominal, diarrea y pérdida de peso, aunque también
poseen claras diferencias en cuanto a la distribucion de las lesiones que causan. La CU
afecta a las capas mas superficiales del intestino grueso (mucosa y submucosa) (Obrador
A, 1994). Las lesiones comienzan en el recto y se extienden hacia la zona proximal de
manera continua. La EC en cambio puede afectar a cualquier segmento del tracto
gastrointestinal desde la boca hasta el ano, aunque se presenta mas comunmente en el
ileon terminal y en el colon proximal. El dafio afecta a todo el grueso de la pared del
intestino, llegando a producir perforaciones, estenosis y fistulas con 6rganos adyacentes
(Gassull MA, 1994). En los dos casos se encuentran caracteristicas histologicas muy
similares a nivel de la mucosa, lo cual dificulta su diagnostico. No obstante, la existencia
de granulomas es especifica de la EC, aunque éstos solo se detectan en un 25% de los

casos frente a la CU.

1. 2. Epidemiologia

La EII se presenta con mas incidencia en individuos de raza blanca y a edades
tempranas. Varios estudios han sugerido que dentro de areas geograficas especificas, la
tasa de incidencia de la EIIl es de 2 a 4 veces mas alta en judios que en otros grupos
étnicos. La EC tiene una mayor incidencia en mujeres que en varones, mientras que la
CU afecta por igual a ambos sexos. En cuanto a la edad, en la CU se observa un pico de

maxima incidencia entre los 30 y 35 afios y otro menos importante entre los 60 y 65
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afios, mientras que en la EC la méxima incidencia esta entre los 15 y 25 afios, con un

segundo pico menos relevante entre los 60 y 65 afios (Stowe et al., 1990).

La incidencia de la EII varia mucho en cada area geografica y entre diferentes
poblaciones. Se calcula que de aproximadamente 400 millones de europeos, unas
850.000 personas padecen EC y 1.000.000 CU (Loftus and Sandborn, 2002). En Asia y
América del sur la EII es muy infrecuente (Royero HA, 2003). Aunque la prevalencia de
la EII estd empezando a estabilizarse en areas de alta incidencia como el norte de Europa
y de América, continuan aumentando en paises de baja incidencia como Asia, el sur de
Europa y otros paises en vias de desarrollo (Loftus, 2004). En Espafia, varios estudios
prospectivos poblacionales han mostrado una frecuencia variable de EII (8-16 casos por
100.000 habitantes/afno) (Brullet et al., 1998; Lopez Miguel et al., 1999; Saro Gismera et
al., 2000).

1. 3. Etiologia

La causa de estas enfermedades se considera desconocida, aunque existen una serie de
factores que inciden tanto en el desarrollo como en el mantenimiento de las mismas

(Figura 1).
Factores ambientales

El tabaco se ha mostrado como un factor protector para la CU y un factor de riesgo para
la EC, siendo la asociacion entre tabaco y EC mas frecuente entre las mujeres. Los
mecanismos por los cuales fumar afecta la frecuencia y la evolucion de la CU y la EC
son desconocidos, aunque la nicotina parece poseer cierto efecto antiinflamatorio (Sykes
et al., 2000). El tabaco esta asociado con el desarrollo de EC a partir de los 40 afios, y
protege frente al desarrollo de CU a cualquier edad, pero sobre todo en edades
tempranas (Regueiro et al., 2005). Los efectos agravantes del humo del tabaco sobre la
colitis se han atribuido asimismo a la nicotina, a partir de datos obtenidos en un modelo

experimental de colitis en ratas. Un bloqueante de receptores nicotinicos, el
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hexametonio, fue capaz de prevenir los efectos nocivos de la exposicion al humo de

tabaco a la que los animales fueron sometidos (Galeazzi et al., 1999).

Dieta. La dieta ejerce una influencia destacable en la EII, como cabe esperar de una
enfermedad que afecta al tubo digestivo. Varios estudios epidemioldgicos han
demostrado que los cambios en la composicion de la dieta pueden afectar a la respuesta
inmunologica. Concretamente, los lipidos son uno de los sustratos nutricionales que mas
afectan a la modulacion de la inmunidad. La composicion de los lipidos de las
membranas celulares puede variar segin la dieta, y esto influye en la sintesis de

eicosanoides y en la respuesta celular (Gassull, 2004; Gassull et al., 2005).

FACTORES
AMBIENTALES
FACTORES FLORA
GENETICOS BACTERIANA
v
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y # € ek /
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F Y r'y
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ANTICUERPOS
ROS, NO
INFLAMACION

Figura 1. Factores desencadenantes de la EIL.
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El estrés esta también asociado con la EII, pero mas como un agente modificador que
inductor, y su papel es mas obvio en modelos animales de EIl que en humanos. Asi,
existen estudios que relacionan el estrés psicoldgico duradero con un aumento de

exacerbacion de los sintomas de la enfermedad (Levenstein et al., 2000).
Factores genéticos

Se sabe que los parientes en primer grado de los enfermos de Crohn o colitis ulcerosa
tienen una probabilidad mucho mayor que la poblacién general de presentar la
enfermedad. La ilustracion mas directa de lo anterior y la evidencia mas sélida, quizas,
en favor del factor genético, ha sido la observacion de una concordancia muy alta en la
frecuencia de aparicion de la enfermedad en pares de gemelos (44%), comparada con un
3.8% en mellizos (Orholm et al., 2000). Dentro de familias con multiples casos de EC,
existen ademads patrones comunes en cuanto a las caracteristicas de la enfermedad. Esto
sugiere que ciertos factores genéticos o ambientales compartidos por los miembros de
una misma familia determinan el curso de la patologia (Halme et al., 2006; Cho et al.,
2004). Hugot et al.. y Ogura et al. identificaron el primer gen de susceptibilidad para la
enfermedad de Crohn, el NOD2. Nod2 pertenece a una familia de proteinas
intracelulares que participan en la regulacion de la muerte celular programada o
apoptosis y en la respuesta inmune del organismo contra los patégenos. Hoy se sabe que
las diferentes areas de la proteina Nod2 tienen funciones muy especificas que, en
general, determinan la capacidad de la proteina para regular la respuesta a las bacterias,
una vez que éstas han invadido la célula. Nod2 participa en la deteccion de productos
bacterianos, concretamente el muramil dipéptido (MDP), la unidad menor del
peptidoglicano comun a grampositivos y a gramnegativos, y produce la activacion del
NF«kB. Las mutaciones en el gen NOD2 conducen a una apoptosis anormal, y a una
activacion deficiente del factor de transcripcion NFkB, que influye en la patogénesis de
la enfermedad (Ogura et al., 2001). Sin embargo, de forma paraddgica la actividad
NF «B se encuentra aumentada en la mucosa de pacientes con EC. Este hecho puede

deberse a la inhibicion que Nod2 ejerce sobre la activacion de NFxB por el TLR2, la
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cual se transforma en potenciacion cuando Nod2 presenta las mutaciones relacionadas

con la EC (Watanabe et al., 2004).
Flora bacteriana

Se sabe que el factor genético por si solo no es suficiente para provocar EII. Existe cada
vez mas certeza de que la presencia de ciertas bacterias, no forzosamente patogenas per
se, es determinante para el desarrollo de la inflamacion. De hecho, se ha comprobado la
eficacia clinica del uso de antibidticos de amplio espectro y de probidticos en algunos
grupos de pacientes (Rembacken et al., 1999;Sutherland et al., 1991;Turunen et al.,
1998).

En investigaciones desarrolladas en los ultimos diez afios, llama la atencién que en
diversos modelos experimentales de EII, incluyendo animales transgénicos o con
delecion génica (knockout), la enfermedad no se manifiesta en ambiente libre de

patogenos, pero si en presencia de flora normal (Aranda et al., 1997).

En el intestino existe un estado que se ha definido como "inflamacion fisiologica", es
decir, de cierto estado de activacion leucocitaria mayor que en otros tejidos pero con
tolerancia a los antigenos presentes en el lumen intestinal, mayoritariamente de origen
bacteriano. En la EII esta tolerancia parece disiparse, al menos en parte. Asi, las células
mononucleares obtenidas de la lamina propria de individuos sanos o con EII en
remision no prolilferan en respuesta a sonicados de flora intestinal "autologa", pero si lo
hacen las procedentes de pacientes con EII activa. Este fenomeno es especifico, ya que
las células mononucleares de lamina propria son estimuladas normalmente por
antigenos de la flora intestinal de otros individuos, en tanto que las de sangre periférica
no reaccionan en ningin caso (Duchmann et al., 1995). La respuesta inflamatoria en la
EIl, por tanto, depende de la presencia de antigenos en el lumen y estd mediada por
linfocitos T, aunque se desconoce la identidad de las bacterias que podrian influir en el

desarrollo de la enfermedad (Davidson et al., 1996).
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1. 4. Fisiopatologia de la EII

La enfermedad de Crohn parece ser una patologia mediada por una respuesta Thl, dado
que se encuentran aumentados los niveles de IFNy (Breese et al., 1993), asi como los de
las citoquinas que estimulan su liberacion (IL-12 e IL-18) (te Velde et al., 2003).
Aunque los modelos animales de EIl muestran una clara polarizacién hacia una
respuesta Thl o Th2, esto no parece cumplirse en el caso de la colitis ulcerosa en

humanos. No obstante, si estd muy bien determinado que la EC se caracteriza por una

respuesta Th1 (Podolsky, 2002).

La decantacion del sistema inmunoldgico por uno u otro tipo de respuesta efectora
depende fundamentalmente de la influencia de las citoquinas sobre los linfocitos T
virgenes (ThO: "naive") en el momento de la interaccion con el antigeno (Figura 2). Este
proceso esta protagonizado por los macrofagos y las células dendriticas. Ambos tipos
celulares se encuentran presentes en todo momento en la mucosa intestinal, pero los
macrofagos acuden ademas masivamente en caso de inflamacion. Tras penetrar en el
tejido, los monocitos se diferencian a macrofagos tisulares, que persisten mucho mas
tiempo que los neutréfilos en el foco inflamado. Por ese motivo son las células efectoras
que predominan en las fases avanzadas de la respuesta inmunitaria. Los macrofagos y
células dendriticas procesan y presentan el antigeno en el contexto del complejo
principal de histocompatibilidad a los linfocitos T CD4". La decision de cuél es el
fenotipo que una célula T va a adoptar en respuesta a la estimulacion se toma en el
primer encuentro con el antigeno, y dependera de éste y de las sefiales coestimuladoras
que intervengan en su presentacion, que a su vez dependen en buena medida del tipo de

antigeno implicado.

La importancia de las citoquinas y quimioquinas en la respuesta inflamatoria intestinal
ha quedado solidamente establecida por el ¢éxito de numerosas terapias
inmunoreguladoras utilizadas en modelos de colitis experimental (Neurath et al., 1996;

Ten Hove et al., 2001). En humanos, hasta el momento se han utilizado anticuerpos
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frente al TNF que han dado buenos resultados tanto en la CU como en la EC (Sands et

al., 2004).
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Figura 2. Inflamacion de la mucosa. Reconocimiento del antigeno e inmunoregulacion.
Respuestas inflamatoria y antiinflamatoria.

Los mediadores liberados por las células presentadoras de antigenos (APCs),
fundamentalmente IL-12, IL-18 y TNF, inducen la activacion de linfocitos virgenes
intraepiteliales y de la lamina propria y su diferenciacion hacia Thl. Estas células
activadas, liberan a su vez citoquinas, lo que tiende a ampliar y reforzar la respuesta. Por
otra parte, los mediadores proinflamatorios que se producen (IL-1, IL-6, TNF, entre
otros) activan también a los linfocitos y macrofagos residentes en la lamina propria, asi
como a las células del epitelio intestinal, para que establezcan un gradiente

quimiotactico a través de la mucosa, promoviendo la migracion de leucocitos al foco
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inflamatorio. Entre las sustancias implicadas destacan el leucotrieno B4 (LTB4) y la IL-
8, liberadas, entre otras sustancias, por las células del epitelio (Kagnoff y Eckmann,
1997). El LTB4 tiene un claro efecto proinflamatorio derivado de su actividad
quimiotictica y activadora de neutréfilos, que puede ser responsable de gran parte de
fenomenos de citotoxicidad directos sobre el tejido intestinal, a través de la secrecion de
diversas proteasas y radicales libres (Yamada T, 1994). El reclutamiento de leucocitos
circulantes depende ademas de la activacion del endotelio, la cual consiste en la
expresion de moléculas de adhesion (E-selectina, ICAM-1, VCAM-1) que median los
procesos de rodamiento, frenado y diapédesis. La IL-1 y el TNF parecen ser los
principales responsables de este fenomeno. El resultado final es el acimulo de leucocitos
en la mucosa intestinal y la produccion de multiples mediadores proinflamatorios,
incluyendo, ademdas de los ya mencionados, la prostaglandina E2 (PGE2), el acido 5-
hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), el 12-HETE, el 15-HETE vy el factor activador de
plaquetas (PAF) (Wallace et al., 1994).

Sin embargo, el hecho de que el intestino est¢ en contacto continuo con la flora
bacteriana hace necesaria la existencia de mecanismos de control que eviten una
respuesta desproporcionada. Asi, en la mucosa normal esta respuesta es controlada por
una serie de citoquinas antiinflamatorias y reguladoras (IL-10, IL-4, IL-5, TGFB) que
son producidas por macrofagos y linfocitos Th2, Th3 y Trl. Por algin motivo que

desconocemos, los pacientes de EII no son capaces de mantener este equilibrio.

En ambas enfermedades, CU y EC, se produce una sintesis elevada de citoquinas
proinflamatorias, incluyendo IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF. No esta claro qué tipo de
mediadores influyen en este fendmeno, pero parece ser que los factores de transcripcion
que se unen a las regiones promotoras de estos genes juegan un papel importante. Entre
ellos se encuentra el factor nuclear kB, que regula la expresion de IL-13, IL-18 y TNF,
entre otros mediadores, en linfocitos, monocitos y células del epitelio intestinal, y cuya
actividad se encuentra aumentada en la mucosa de pacientes con enfermedad activa

(Neurath et al., 1998).
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La regulacion del sistema inmunologico intestinal ha sido investigada profundamente en
modelos animales. Asi, se han generado varios modelos de colitis, tanto Th1 como Th2,
utilizando la inactivacion funcional de citoquinas reguladoras. Estos modelos destacan la
importancia de que exista una regulacion controlada de la respuesta inmune de la
mucosa dado que, por ejemplo, la ausencia de la IL-10 en ratones da lugar a una
inflamacion intestinal caracterizada por la produccion elevada de IFNy e IL-2 (Rennick
et al., 1995). Es interesante constatar que estos ratones responden a la administracion
repetida de IL-10 durante la primera fase de la enfermedad pero, cuando la patologia
avanza, ¢ésta solo puede ser tratada mediante la administracion de anticuerpos que
neutralizan el IFNy (Berg et al., 1996). Andlogamente, en la mucosa de individuos
sanos, las células CD4" contribuyen a la inhibicion de la accién de linfocitos T efectores
mediante la produccion de IL-10 y TGFp, pero en la mucosa inflamada la produccion de
IL-10 es insuficiente. Aunque los niveles de TGFp estan aumentados, las células T son
insensibles a sus efectos reguladores, por la sobreexpresion de SMAD7 (Monteleone et
al., 2001), un inhibidor de la sefializacion del TGFp. Este tipo de estudios sugiere que en
la enfermedad de Crohn el objetivo debe ser inhibir la produccion de las citoquinas Thl
como el IFNy, prevenir la diferenciacion de linfocitos T hacia el fenotipo Thl, o
administrar citoquinas reguladoras como la IL-10, que inhiban a las células Thl. Esto
podria conseguirse también de forma indirecta. Un ejemplo es el éxito del tratamiento de
la EII con huevos de helmintos, basado en que estos parasitos inhiben el desarrollo de la
respuesta inmune Thl, y al mismo tiempo favorecen la produccion de citoquinas

reguladoras (IL-10 y TGFp) (Elliott et al., 2005).

1. 5. Transduccion de sefial en la EII

El estudio de los mecanismos de transduccion de sefal activados por mediadores
inflamatorios es muy importante para entender el desarrollo de la respuesta inmunitaria
y para el planteamiento de nuevas estrategias terapéuticas mas especificas que las

existentes hoy en dia.
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La activacion de receptores de membrana por estos mediadores inflamatorios inicia una
compleja red de sefiales intracelulares que en muchos casos culmina en un cambio en la
expresion génica de la célula diana. Existen numerosos mecanismos de transduccion de
sefal. En este apartado hablaremos de algunos de los que poseen una conocida
implicacion en el desarrollo de la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, se ha descrito la
implicacion de la familia SMAD, que participa en la transduccion de sefial del TGFf3
(Hommes et al., 2003). En el caso de la familia STAT, la unién de citoquinas como
IFNy, IL-6 o IL-10 a sus correspondientes receptores conduce a la fosforilacion de los
mismos por parte de la familia de las Jak quinasas y a la posterior uniéon de proteinas
STAT inactivas. Dichas proteinas STAT se dimerizan y fosforilan por accion de Jak y a
continuacion migran al nucleo, activando la transcripcion génica. Se ha demostrado que
la IL-12 induce el desarrollo de linfocitos Th1 a través de una via dependiente de STAT-
4 (Thierfelder et al., 1996), en tanto que la IL-4 favorece la diferenciacion de linfocitos

Th2 a través de una via dependiente de STAT 6 (Kaplan et al., 1996).

La activacion de PPARy mejora la colitis mediante la inhibicion de NFkB. Este efecto se
ha conseguido en modelos experimentales de EIl tanto mediante la manipulacion
farmacoldgica (Sanchez-Hidalgo et al., 2005) como por terapia génica (Nakajima et al.,
2003). La expresion de PPARy es més alta en la mucosa coldnica normal (y en la de

enfermos de Crohn) que en la de pacientes con colitis ulcerosa (Rogler, 2004).

Otro ejemplo de via de sefalizacion, implicada en la respuesta inflamatoria de los
linfocitos, es la activacion del factor de transcripcion NF-AT, que desempeia un papel
esencial en la respuesta proliferativa de los mismos. El NF-AT se encuentra en reposo en
el citoplasma de la célula con un residuo de serina fosforilado. Se activa por la enzima
calcineurina fosfatasa, dependiente del complejo calcio-calmodulina, que desfosforila a
NF-AT y permite su translocacion al ntcleo, donde activa la transcripcion de diversas

citoquinas proinflamatorias, como la IL-2 y la IL-4, entre otras.

10
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Existen dos vias ampliamente descritas por su implicacion en la regulacion de la
produccion de citoquinas proinflamatorias por los monocitos/macréfagos activados

durante la EII. Se trata de la cascada de activacion de las MAPKs y la via IKK/NF«B.

MAP quinasas

’

En mamiferos, el término general MAPK "Mitogen-Activated Protein Kinase'
comprende una superfamilia de serin/treonin-quinasas que pueden ser activadas por una
gran variedad de estimulos, como por ejemplo shock osmético, irradiacion, lesiones en
el DNA o productos bacterianos como el lipopolisacarido (LPS). Se expresan en todas
las células e intervienen en mecanismos de supervivencia, crecimiento e inflamacion

(van Montfrans et al., 2002).

En funcion de los estimulos que inducen su activacion estas MAP quinasas han sido
divididas en tres grandes grupos. Asi, los factores de crecimiento o estimulos
mitogénicos promueven principalmente la activacion de las quinasas ERK (Extracellular
signal-Regulated Kinase), mientras que los estimulos de estrés celular inducen la
activacion de otras dos subfamilias, las JNK/SAPK (c-jun NH2-terminal Kinase o
Stress-Activated MAP Kinase) y un tercer grupo constituido por p38RK (Reactivated
Kinase). En los ultimos afos, p38 ha suscitado mucho interés por su participacion en la
respuesta celular frente al estrés, citoquinas como TNF e IL-1, PMA y componentes

bacterianos como el LPS.

Ademas, con respecto a la EIl, se ha demostrado que la inhibicion de JNK y p38 en
enfermos de Crohn mediante la administracion de CNI-1493 dio lugar a una
disminucién de la produccion de TNF y a una mejora clinica considerable (Hommes et
al., 2002). Sin embargo, los ensayos realizados en modelos experimentales han dado

resultados contradictorios (Kruschewski et al., 2006).

Entre los sustratos de JNK se encuentra el factor de transcripcion c-Jun, que participa en

la activacion del complejo transcripcional AP-1 (Activator-Protein-1) implicado a su vez
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en la activacion de los linfocitos y en otros procesos celulares (Han et al., 1998). p38
participa también en la activaciéon de AP-1, promoviendo la transcripcion de los genes

que lo forman: Jun y Fos (Karin et al., 1997).

En los macrofagos, la via de las MAP quinasas controla numerosos procesos celulares
(diferenciacion, activacion, proliferacion, apoptosis) y tiene un papel fundamental en el
mantenimiento de la inmunidad en condiciones normales y en situaciones de

inflamacién.
IKK/NFxB

La via de sefalizacion de IKK/NF«B es activada por distintos estimulos extracelulares,
como el estrés, las citoquinas proinflamatorias (TNF, IL-1) y componentes de las
bacterias como el lipopolisacarido (LPS), a través de los receptores de tipo Toll (Toll
like Receptors, TLR) (Akira et al., 2001). Esta via es activada también por NOD2
(CARD 15), que como hemos mencionado, es un receptor intracitoplasmatico que

reconoce al MDP.

La activacion de NFkB desempefia un papel muy importante en la inflamacion a través
de la regulacion de genes que codifican citoquinas proinflamatorias, moléculas de
adhesion, factores de crecimiento y enzimas inducibles como la COX-2 y la iNOS.
Ademas de participar en la inmunidad innata, influye en multiples aspectos de la
fisiologia normal y de la enfermedad (Hayden y Ghosh, 2004), y su actividad es muy
importante en la regulacion de la proliferacion celular (Bremner y Heinrich, 2002). La
forma cléasica y predominante del NFxB consiste en un heterodimero formado por las
subunidades p65 (RelA) y pS0 (NFxB1). Sin embargo, existen multiples variantes que
se presentan como homodimeros o heterodimeros de los cinco miembros conocidos de la
familia de proteinas Rel (p65/RelA, c-Rel, RelB, pSO0/NFkB 1 y p52/NF«B 2) (Verma et
al., 1995). La subunidad p65 es la que posee mas fuerte activacion transcripcional. pS0 y
p52 proceden de las proteinas precursoras pl05 y pl100, respectivamente. Ambas son

inactivas transcripcionalmente pero pueden inducir la expresion de genes cuando forman
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heterodimeros con p65, c-Rel, o Rel-B. Los homodimeros compuestos por p50/p50 y

p52/p52 pueden bloquear la transcripcion (Schmitz y Baeuerle, 1991).

En situacion de reposo el dimero NFxB se encuentra en el citoplasma en forma inactiva
unido a la proteina inhibidora IkB. La activacion de NFxB por los estimulos
extracelulares depende de la fosforilacion y la posterior degradacion de kB por parte de
las IkB quinasas (IKKa, IKKP e IKKy o NEMO). La activacion de estas IkB quinasas
esta regulada, estre otros, por la fosforilacion de miembros de las quinasas de la familia
de las proteinas activadas por mitdgenos (MAPKKK). Una vez que el NF«xB queda libre,
se dirige al nucleo para modular la transcripcion de los correspondientes genes diana en

linfocitos, monocitos y células epiteliales.

Se han descrito hasta el momento tres mecanismos principales implicados en la
activacion de este factor de transcripcion (Figura 3) ; la via clasica, la via no clasica, y
una tercera via atipica que se induce por agentes que danan el DNA como las especies

reactivas del oxigeno (ROS), radiacion ultravioleta (UV), etc.
La via clasica de activacion de NFxB

El paso determinante en esta via es la activacion de las quinasas IKK que fosforilan a
IkBa promoviendo su ubiquitinacion y posterior degradacion, permitiendo asi la entrada
al nucleo del dimero libre. Esta via es dependiente de IKKf y NEMO. El papel de IKKa
en la via clésica no se conoce bien. Estudios recientes indican que parece intervenir

regulando la transcripcion mediante la modificacion del estado de fosforilacion de las

histonas (Hayden y Ghosh, 2004).
Via no clasica de activacion de NFxB

Esta via se da principalmente en células B, y tiene como resultado la transcripcion de
genes involucrados en el desarrollo y mantenimiento de los o6rganos linfoides

secundarios. Este mecanismo depende unicamente de la subunidad IKKa, puede ocurrir
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en ausencia de IKKf3 o NEMO. Conduce al procesamiento de la proteina p100, tras el

cual se produce la liberacion de p52. Los dimeros formados son p52-RelB y p50/RelB.

La via clasica produce rapidamente la sintesis de [kBa, que hace que NFkB se separe

del DNA. La via no clasica, por el contrario, induce una respuesta mas sostenida, aunque

mas lenta (Muller y Siebenlist, 2003).

ViA CLASICA VIA NO CLASICA
TNF, IL-1, LPS LTa, LTP
BAFF,RANKL
IVEECNRRCH | VOO0V mnRAn .!'ﬁﬁfﬁl (A
(MEKK3, TAK1) NIK
v v
@ o o
IKK
PCKb—» ( NEMO
Estrés, UV, ROS v
v JNK v Ub Ub
P38 w U P-ReIB
BTTCPP lxBo

v

v P
CK2 ‘ P65 v
v
oo
& @

v v
Inflamacion Maduracion de células
Inmunidad B y érganos linfoides

Supervivencia celular secundarios

Figura 3. Vias clasica y no clasica de activacion del NFkB.

14



Introduccion

Otros mecanismos de activacion NFkB

NF«kB puede activarse como consecuencia de estimulos que producen dafio en el DNA,
radiacion UV y radicales libres. En este caso no hay intervencion de las IKK quinasas.
La IkBa se fosforila por un mecanismo dependiente de las MAP quinasas p38 o JNK,
dependiendo del tipo celular. Las MAPK activadas se translocan al nucleo, donde
fosforilan a varios factores de transcripcion como c-Myc, c-Jun o NFkB, aunque

también se ha descrito la presencia de estas proteinas activadas en el citoplasma (Roux y

Blenis, 2004).

En los ultimos afios se ha demostrado que la actividad de NFkB se encuentra aumentada
en pacientes con CU y EC (Schreiber et al., 1998), pero en diferentes tipos celulares (en
células de la lamina propria en la EC y en células epiteliales en la CU). En las células
epiteliales este factor de transcripcion se ha descrito como un importante regulador de la

produccion de IL-8 e ICAM 1 (Wang et al., 2003).

En la actualidad el tratamiento de la EC estd basado en el uso de sulfazalazina y
glucocorticoides, dos conocidos inhibidores del NFkB (Thiele et al., 1999;Weber et al.,
2000). Dada la implicacion de NFkB en numerosos fendmenos celulares, es 16gico
pensar que su inhibiciéon sea también causante de efectos adversos. De hecho, la
ausencia de p65 en ratones produce la muerte a los 15-16 dias de gestacion. Los ratones
que carecen de p50 no experimentan fallos en su desarrollo, pero si en su respuesta
inmunoloégica (Rogler G, 2003). De estas observaciones se puede concluir que un
bloqueo sistémico de este factor de transcripcion puede ser perjudicial, siendo preferible
un bloqueo local. La administracion intracolonica de oligonucledtidos anti-p65 en un
modelo experimental de colitis produjo una disminucion de los niveles de IL-1, TNF e
IL-6 en la mucosa, asi como una mejora desde el punto de vista clinico e histologico
(Murano et al., 2000). Un estudio piloto en humanos administrando oligonocleétidos
antisentido frente a p65 en forma de enema ha proporcionado buenos resultados en el

tratamiento de CU y EC (Hibi et al., 2003). Ademas de los farmacos clésicos utilizados
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en el tratamiento de la EIl, que inhiben la activacion del NFxB, al menos en parte,
existen otras moléculas que forman parte de la dieta, como el butirato (Segain et al.,
2000) o flavonoides como la curcumina (Jobin et al., 1999) o la quercetina (Comalada

et al., 2005) que son capaces de regular su actividad en la mucosa intestinal.
LPS

Una de las hipotesis mas extendidas sobre la causa de la EII es que ésta se produce como
consecuencia de una alteracion en la regulacion del sistema inmunoldgico, de manera
que se genera una reaccion exacerbada frente a un antigeno del lumen intestinal que
persiste en el tiempo, hasta hacerse cronica. El lipopolisacarido bacteriano tiene un papel
potencialmente importante en la activacion de esta respuesta inmunoldgica, puesto que
la mucosa del intestino se encuentra en contacto directo con las bacterias de la flora. El
lipopolisacarido es el componente mayoritario de la membrana de bacterias Gram-
negativas y las hace ser reconocidas inmediatamente por el sistema inmunolédgico. Los
receptores Toll (TLRs) se encargan del reconocimiento de éste y otros componentes
bacterianos, protegiendo a la mucosa ante posibles infecciones. Se ha descrito que
determinadas mutaciones en los TLRs pueden provocar una alteracion en el
reconocimiento de patdgenos, un cambio en la capacidad del organismo para desarrollar
tolerancia frente a la flora bacteriana propia, o ambos (Abreu et al., 2005). Estudios
clinicos sugieren que la sobreexpresion de ciertos TLRs y/o la deficiente expresion de
antagonistas de los mismos pueden ser los responsables de una reaccion inadecuada
frente a la flora bactariana del intestino. Asi, se ha demostrado que la expresion de TLR4
se encuentra aumentada en la mucosa colonica de pacientes con CU y EC, y se han
asociado mutaciones descritas en este gen (Asp299Gly y Thr3991le) con el desarrollo de

ambas enfermedades (Harris et al., 20006).

La respuesta del organismo frente al LPS incluye la expresion de una gran variedad de
citoquinas como el TNF, el IFNy, asi como otros mediadores proinflamatorios. Existe

una gran variedad de células involucradas en el proceso inflamatorio que responden al
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LPS, como los monocitos, macrofagos, las células epiteliales, los neutrofilos y las
células dendriticas, entre otras. En macrofagos, el LPS induce la sintesis de citoquinas
tales como el TNF, TGFp, las interleuquinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12, metabolitos
del acido araquidonico (prostaglandinas y leucotrienos) y otros lipidos bioactivos como
el PAF, enzimas inducibles como la COX-2 o la iNOS y especies reactivas del oxigeno

y del nitrogeno.

. TLR 4
BP (LP

v
TRAF6
F Y
MAP 3K

v A v A
IKKp MKK 3/6| |MKK 4/7 |MKK 1/2

v v v v
NFxB p38 JNK ERK 1/2

Expresion de citoquinas inflamatorias

Figura 4. Transduccion de sefial del LPS a través del receptor TLR4.

La primera proteina involucrada en el reconocimiento del LPS es la LBP (proteina de
uniodn al LPS) (Schumann et al., 1990). El papel de la LBP consiste en acoplar el LPS al
CD14, presente en la membrana de células inflamatorias (monocitos/macréfagos y
granulocitos, pero no linfocitos), facilitando asi la union del LPS a su receptor TLR-4,

que a su vez se encuentra unido a la proteina MD-2 (Hailman et al., 1994) (Figura 4) .

17



Introduccion

El papel del CD14 en la sefalizacion del TLR-4 consiste en unirse al LPS y presentarlo
al complejo TLR-4/MD-2. MD-2 actia como un adaptador extracelular en la activacion
del TLR-4 por LPS y es esencial para que se produzca activacion, puesto que los ratones

knockout para MD-2 no responden al LPS (Nagai et al., 2002).

Tras la union del LPS a su receptor, éste inicia una cascada en el interior de la célula que
transmite la sefial hasta el nucleo, provocando una respuesta celular. Las vias de
transduccion activadas son numerosas, entre ellas MAP quinasas, PKC y PKA, que
conducen a la activacion de NFkB, entre otros. En esta via, la union del LPS al receptor
de la superficie celular atrae varias moléculas de sefializacion, entre las que se
encuentran MyD88 e IRAK (quinasa asociada al receptor de IL-1). Estas proteinas
poseen dominios de muerte ¢ IRAK un dominio de protein quinasa que provoca su
autofosforilacion y la posterior activacion de TRAF-6 (factor asociado al receptor de
TNF-6) (Palsson-McDermott y O'Neill, 2004). TRAF-6 activa a continuacion la cascada
de la quinasa que fosforila a IxB, lo que da lugar, como hemos apuntado en el apartado
anterior, a la activacion de NFxB, aunque en macrofagos se ha demostrado que existen

otras vias, como las MAP quinasas con un papel mas importante en la respuesta al LPS.

La comprension de la patogenia de la EC y CU ha progresado considerablemente en la
ultima década. La combinacion de alteraciones del sistema inmune, diversos factores
genéticos predisponentes, y una variedad de factores ambientales pueden ser necesarios
para inducir lo que conocemos clinicamente como EII. Es probable que sean numerosos
los agentes capaces de iniciar una respuesta inmune en el intestino, y que los factores
genéticos sean los determinantes de la aparicion de dafio tisular. En los proximos afios
una caracterizacion mas completa de las moléculas implicadas en la patogenia de la
inflamacion intestinal y de su relacion funcional probablemente nos ayudard a identificar
elementos claves en la regulacion de la respuesta inmune intestinal y abrird la

posibilidad de disefiar nuevas aproximaciones terapéuticas mas especificas y potentes.
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2. Flavonoides

2. 1. Estructura quimica

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun compuesto por dos anillos bencénicos (A y B) ligados a través de una
unidad de tres carbonos que constituye un anillo heterociclico (C). Los atomos de
carbono en los anillos C y A se numeran del 1 al 8, y los del anillo B desde el 1’ al 6’
(Figura 5). La clasificacion de los distintos flavonoides se basa en la presencia o
ausencia de un grupo carbonilo en la posicion 4 del anillo C, la presencia o ausencia de
un doble enlace en 2-3 del anillo C, y la presencia de grupos hidroxilo en el anillo B

(Figura 6). En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1. Flavanos, o flavan-3-oles, como la catequina, con un grupo hidroxilo en

posicion 3.

2. Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4, un grupo hidroxilo en posicién 3 y un doble enlace entre los carbonos

2 y 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, apigenina, luteolina y crisina, que poseen un
grupo carbonilo en posicion 4 y un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del

anillo C, pero carecen del grupo hidroxilo en posicion 3.

4. Isoflavonas, como la genisteina y la daidzeina, que poseen el anillo B en

posicion 3 (iso).

5. Flavanonas, como la hesperetina, que carecen de doble enlace entre los

carbonos 2 y 3.
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6. Antocianidinas, que tienen un hidroxilo en posicién 3 y ademas poseen un

doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Figura 5. Estructura y numeracion de los flavonoides

Las diferentes modificaciones quimicas que pueden darse en cada uno de los grupos,
como hidrogenaciones, hidroxilaciones, sulfuraciones, metilaciones, acilaciones y
glicosilaciones, dan lugar a la enorme diversidad de flavonoides que se encuentran en la
naturaleza. Se han identificado unos 4500 flavonoides de origen vegetal, pero este

numero sigue aumentando en la actualidad.

2. 2. Distribucion

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en la
cerveza, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la dieta humana de
forma habitual. Se encuentran también en extractos de plantas como el ardndano, gingko
biloba y cardo mariano o crataecgus. Desempefian un papel importante en la biologia
vegetal; responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas, reguladoras del
crecimiento y diferenciacion de las plantas. Ademas, los flavonoides tienen propiedades
antifingicas y bactericidas, confieren coloraciéon, lo que puede contribuir a los
fendmenos de polinizacion, y tienen una importante capacidad para fijar metales como el
hierro y el cobre (Formica y Regelson, 1995). Los flavonoides se ubican principalmente
en las hojas, flores y frutos, aunque también los podemos encontrar en las raices y el

tallo.
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La mayoria de los flavonoides se encuentran en forma de heterdsidos, y entre los
azucares que forman parte de su estructura se incluyen la D-glucosa, la L-ramnosa, la
glucoramnosa, la galactosa y la arabinosa. La presencia generalizada de los flavonoides
en los alimentos implica su consumo regular en una dieta normal (Hertog et al., 1993),
aunque la cantidad diaria varia dependiendo de los habitos dietéticos de una poblacion
determinada. Recientemente, Noroozi (2000) y colaboradores han establecido que la

ingesta media de flavonoles es de aproximadamente 35 mg por dia, de los que el 91% es

quercetina.
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Figura 6. Clasificacion de los flavonoides.
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2. 3. Metabolismo y absorcion

Los flavonoides sufren una intensa metabolizacion y se excretan en buena medida en la
orina. Inicialmente se pensaba que sélo las geninas eran capaces de atravesar la pared
intestinal, puesto que se consideraba que muchas especies de mamiferos, incluido el
hombre, carecen de las enzimas necesarias para romper los enlaces -glucosidicos de los
heterdsidos. Este proceso podia llevarse a cabo gracias a que las bacterias de la flora
intestinal, preferentemente del colon, si poseen estas glucosidasas (Kuhnau, 1976). No
obstante, estudios recientes han demostrado la capacidad de algunas B-glucosidasas
presentes en la membrana de borde en cepillo del intestino delgado de los mamiferos

para hidrolizar distintos heterésidos de flavonoles e isoflavonas (Day y Williamson,

1999).

La transformacion de los flavonoides tiene lugar principalmente en el higado, por medio
de reacciones de biotransformacion de fase I en las que se introducen o exponen grupos
polares. En las reacciones de fase II, la conjugacion con el acido glucurdnico, sulfatos o
glicina parece tener lugar tanto para los flavonoides como para sus metabolitos
procedentes del colon. Los conjugados, solubles en agua, pueden excretarse por la orina

(Rowland M, 1995).

Para evaluar los efectos bioldgicos de los flavonoides, un aspecto importante a
considerar es la biodisponibilidad. Los polifenoles sufren importantes alteraciones
durante el metabolismo de primer paso, de forma que las moléculas que alcanzan el
torrente circulatorio y los tejidos son diferentes de las que originariamente se encuentran
en los alimentos, lo que afecta a la biodisponibilidad. Las moléculas resultantes son en
su mayoria glucuronatos y sulfatos, con o sin metilaciones en el grupo catecol, y muchos
estan conjugados de forma multiple. El intestino delgado parece ser el principal 6rgano
responsable de la glucuronizacion, pero también juega un papel importante en la
metilacion. Los productos que alcanzan la vena portal son glucurénidos y

metilglucurdnidos. Los flavonoides que son absorbidos se distribuyen por el organismo
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fijados a proteinas plasmaticas como la albumina en una elevada proporcion (Boulton et

al., 1998).

2. 4. Acciones farmacologicas

Los flavonoides poseen una elevada afinidad para unirse a proteinas y otras
macromoléculas biologicas (hormonas, acidos nucleicos), asi como iones metélicos,
ademds de presentar una gran capacidad para catalizar el transporte de electrones y
captar radicales libres (Martinez-Florez et al., 2002). Estas propiedades pueden dar lugar
a efectos fisioldgicos muy diversos, aunque muchos de ellos s6lo han podido ser puestos
de manifiesto en ensayos in vitro. Todos estos posibles efectos hacen de los flavonoides
un grupo de sustancias con un importante potencial terapéutico, especialmente por sus
propiedades antioxidantes. Por las mismas razones ha aumentado su interés en tanto que
son componentes de los alimentos y en particular su aplicacion como parte de alimentos

funcionales.

Se han descrito efectos protectores de estos compuestos en enfermedades como la
diabetes mellitus, el cancer, cardiopatias, infecciones viricas, ulcera estomacal y
duodenal y procesos inflamatorios (Saskia ABE et al., 1998). Numerosos estudios
describen los distintos efectos bioldgicos que se les atribuyen, incluyendo la actividad
antibacteriana (Havsteen, 1983), antiviral (Amoros et al., 1992), antiinflamatoria
(Moroney et al., 1988; Emim et al., 1994), espasmolitica (Capasso et al., 1991),
antiulcerosa (Batista et al., 2004), vasodilatadora (Duarte et al., 1993a; Duarte et al.,
1993b) antiagregante plaquetaria (Landolfi et al.,, 1984; Gryglewski et al., 1987),
citotoxica (Edwards et al., 1979; Cushman y Nagarathnam, 1991), antitumoral (Virgili et
al., 2004) y estrogénica (Hong et al., 2004).

Actividad antioxidante

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos

hidroxilo y poseen excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de
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transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Ademas, los flavonoides
se comportan como captadores de radicales libres (scavengers). Por todo ello
desempefian un papel importante en la proteccion frente a los fenomenos de dafio
oxidativo. Sus propiedades antirradicalarias se dirigen fundamentalmente hacia los
radicales hidroxilo y superdxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio de

la cadena de peroxidacioén lipidica (Pace-Asciak et al., 1995).

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides (Bors

et al., 1990) son:

1. Presencia de un grupo hidroxilo en las posiciones 3’ y 4’del anillo B, que
confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de los

electrones.

2. Doble enlace entre los carbonos 2 y 3, en conjuncion con el grupo carbonilo en

la posicion 4 del anillo C, responsable de la deslocalizacion de electrones desde el anillo

B.

3. Presencia de un grupo hidroxilo en posicioén 3 junto con un doble enlace entre

los carbonos 2 y 3 del anillo C.

De acuerdo a estos criterios, el flavonoide quercetina es el que mejor reune los requisitos
para ejercer una efectiva funcion antioxidante. Los flavonoides captan el oxigeno activo
especialmente en forma de anion superoxido, radicales hidroxilo, peréxidos lipidicos o
hidroperéxidos. Para ello, un dtomo de hidrogeno del flavonoide se transfiere al radical
potencialmente lesivo, originandose un radical libre derivado del flavonoide que es mas
estable que el radical que lo genera. De esta manera bloquean la accidon nociva de dichas
sustancias sobre las células. Diversos flavonoides han mostrado ser eficaces en la
inhibicién de los procesos de peroxidacion lipidica del &cido linoleico o de los
fosfolipidos de las membranas, la peroxidacion de los globulos rojos o la autooxidacion

de homogenados de cerebro (Ursini et al., 1994; Laughton et al., 1989). Asimismo, se ha
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comprobado su potente capacidad para inhibir in vitro la oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad (Low Density Lipoproteins, LDL) por los macrofagos y reducir por
tanto su citotoxicidad (Hirano et al., 2001; Terao et al., 2001). También se ha puesto de
manifiesto que la quercetina inhibe la peroxidacion lipidica producida por hierro en
homogenados de mucosa intestinal (Murota et al., 2004). Por otra parte, algunos
flavonoides como la quercetina y el kanferol pueden presentar un mecanismo
antioxidante directo mediante el control de las concentraciones intracelulares de
glutation. Son capaces de aumentar los niveles en un 50%, induciendo el sistema
antioxidante celular y contribuyendo asi a la prevencion de enfermedades (Myhrstad et
al., 2002). Tanto la quercetina como la silimarina (extracto de las semillas de cardo
mariano consistente en una mezcla de tres flavonoides: silibina, silidianina y silicristina)
son capaces de incrementar el contenido intestinal de glutation cuando se administran a
ratas normales por via oral, protegiendo el intestino del dafio de tipo lipoperoxidativo
que puede generarse cuando existe una superproduccion de radicales libres (Valenzuela

et al., 1989; Galvez et al., 1994).

No obstante, las mismas propiedades que caracterizan la actividad antioxidante de los
flavonoides determinan que puedan presentar efectos prooxidantes. Los mecanismos
moleculares implicados se basan en la formacion de un radical aroxilo 1abil o de un
complejo flavonoide-hierro redox labil. En el primer caso, la autooxidacion del radical
aroxilo genera un anion superdxido (O;) que da lugar a su vez al dafiino radical
hidroxilo (HO"). Estos mecanismos pueden constituir la base de las acciones
mutagénicas y citotoxicas descritas para algunos flavonoides (Hodnick et al., 1988).
Estas estarian por tanto asociadas de forma indisoluble a sus efectos antioxidantes, de
forma que nunca puede descartarse su aparicion, especialmente cuando las dosis de

flavonoides utilizadas son muy altas (da Silva et al., 2002).
Efectos cardiovasculares

Las poblaciones que consumen productos ricos en flavonoides presentan menores

riesgos de afecciones cardiovasculares (Geleijnse et al., 2002). Los mecanismos

25



Introduccion

propuestos para explicar los efectos protectores cardiovasculares de los flavonoides son:
(1) efectos antiaterogénicos, (2) inhibicion de la agregacion plaquetaria, (3) efectos
vasodilatadores y (4) propiedades antihipertensivas. En ratas se ha podido observar que
la quercetina produce un efecto vasodilatador en aorta aislada de rata mediado por la
inhibicion de la protein quinasa C (Duarte et al., 1993b). La quercetina previene la
hipertrofia en células del musculo liso vascular inducida por angiotensina II a través del
bloqueo de la via del factor de transcripcion AP-1 y de la inhibicion de INK (Kyaw et
al., 2004), ambos implicados en la transduccion de sefial de numerosos procesos de

transformacion celular.

Ademas, los flavonoides evitan el dafio producido en el endotelio vascular al prevenir la
superproducciéon de mediadores inflamatorios como IL-8 e ICAM 1, inducidos por la

citoquina proinflamatoria TNF (Wang y Mazza, 2002).
Actividad anticancerosa

Existen numerosos estudios que relacionan el consumo diario de té y verduras con un
menor riesgo de padecer cancer. Los flavonoides podrian estar implicados en el efecto
preventivo de estos alimentos. Concretamente, la baja incidencia de cancer de prostata y
de mama en paises asidticos se ha atribuido al alto consumo de té y soja que se da en
estos paises (Barnes, 1995; Messina y Bennink, 1998). Aunque existen estudios que han
confirmado el papel protector de los flavonoides frente al cancer (Knekt et al., 1997,
Stefani et al., 1999), existe controversia en este sentido, puesto que hay otros que

muestran lo contrario (Hollman y Katan, 1999).

La mayoria de los datos de los que se dispone acerca de la actividad anticancerosa de los
flavonoides proceden de estudios realizados en modelos animales y en lineas celulares.
Los mecanismos de accidon propuestos como responsables de la actividad antitumoral de

estos compuestos son:
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Actividad  antioxidante/antimutagénica. Las propiedades anticancerosas de los
flavonoides se pueden atribuir a su potente accidn antioxidante, ya que el estrés
oxidativo puede originar alteraciones en el ADN que den lugar a mutaciones. Otro
mecanismo implicado en la actividad antitumoral es la capacidad de los flavonoides para
inhibir la activacion metabolica de carcindgenos alimentarios tales como el benzo[a]
pireno, la 2-amino-3-metilimidazol [4,5-f] quinolona o la aflatoxina B1 (Alldrick et al.,
1986; Buening et al., 1981; Matsukawa et al., 1993). Activan enzimas destoxificantes
como la NADPH quinona reductasa (Wang et al., 1998) o la glutation-S-transferasa (Ito,
1992), protegen frente a la formacidén de especies reactivas del nitrogeno mediante la
inhibicion de la iNOS (Chan et al., 1997) y algunos como la miricetina son capaces de
estimular la reparacion del ADN a través de la activacion de la ADN polimerasa 3 en

hepatocitos (Abalea et al., 1999).

Inhibicion de enzimas involucradas en la transduccion de serial. Existen enzimas como
la protein quinasa C, la fosfatidilinositol-3-quinasa y las tirosin quinasas, que se
encuentran activadas en procesos cancerosos. Flavonoides como la quercetina o la

genisteina son capaces de inhibir las tirosin quinasas.

Modulacion del ciclo celular. Algunos flavonoides, como la quercetina (Choi et al.,
1998; Constantinou et al., 1995), son capaces de inhibir las topoisomerasas involucradas
en la replicacion del ADN. Los flavonoides también han mostrado cierto efecto inductor

en la expresion de genes supresores de tumores como el gen p53 o p21 (Plaumann et al.,

1996).
Actividad antiinflamatoria

Es bien conocida la relacion existente entre el estrés oxidativo y las enfermedades
inflamatorias (Herencia et al., 2001). La reaccion inflamatoria se caracteriza por la
hiperproduccion de especies reactivas del oxigeno y nitrogeno, agentes oxidantes que
pueden desencadenar por si solos una respuesta inflamatoria. Los antioxidantes como los

flavonoides y extractos de plantas que los contienen en muchas ocasiones presentan a su
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vez efecto antiinflamatorio. Este se relaciona en parte con su actuacién sobre las
enzimas implicadas en el metabolismo del 4cido araquidonico: ciclooxigenasa y
lipooxigenasa (COX y LOX). En general, se ha demostrado que los flavonoides
polihidroxilados inhiben preferentemente la enzima 5-LOX y los menos hidroxilados
inhiben la COX. En cambio, in vivo pueden comportarse como inhibidores duales
debido probablemente a la biotransformacion que sufren en el organismo (Yoshimoto et
al., 1983). Hay estudios que apuntan a un efecto inhibidor preferentemente de la COX
por parte de las flavonas, mientras que los flavonoles parecen inhibir fundamentalmente

ala LOX (Kim et al., 2004).

Algunos flavonoides afectan especificamente a la funcién de sistemas enzimaticos
involucrados en los procesos inflamatorios, del tipo de las tirosin y serin-treonin protein
quinasas (Hunter, 1995). Estas enzimas se encuentran en diversos tipos celulares y estan
implicadas en la regulacion del crecimiento y transformacion celulares ademds de
participar en la activacion y transduccion de sefial en células del sistema inmunologico.
Los flavonoides ejercen acciones de caracter antiinflamatorio sobre varios tipos
celulares. Asi, poseen un efecto modulador sobre la proliferacion de linfocitos B 'y T
cuando las células estan activadas, y normalmente este efecto es de tipo inhibidor
(Cerqueira et al., 2003); no obstante, existen estudios en los que ocurre lo contrario. Por
ejemplo, la administracion parenteral de silimarina a ratones produjo una supresion de la
actividad de linfocitos T a la dosis de 10 mg/kg, mientras que el efecto fue el contrario a

medida que las dosis se aumentaron (Johnson et al., 2003).

Los flavonoides también afectan a otras células de la inflamacion, como los macrofagos
y neutréfilos. Existen numerosos estudios que hablan de su papel inhibidor de la sintesis
de mediadores proinflamatorios inducidos por el LPS o diversas citoquinas como el TNF
o la IL-1PB en macréfagos (Kim et al., 2004). Ueda y colaboradores (2004) mostraron
que aunque in vitro varios flavonoides de los distintos grupos (luteolina, crisina,
apigenina, quercetina, miricetina y taxifolina) son capaces de inhibir la produccion de

TNF en macrofagos estimulados con LPS, la estructura idonea para el mayor efecto
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antiinflamatorio in vivo es la de 3°,4°,5,7-tetrahidroxiflavona . En un estudio llevado a
cabo en células RAW 264.7 los flavonoides apigenina, genisteina y kanferol inhibieron
la sintesis de COX-2 inducida por LPS, presumiblemente a través de la inhibicion de la

fosforilacion de IkB (Liang et al., 1999).

La capacidad de interferir con la via de activacion del NFkB fue previamente descrita
para la quercetina, a través de un mecanismo de inhibicion de la fosforilacion de la
proteina inhibidora IkBa, unida al NFkB en situacion basal. Por su parte, un derivado de
los polifenoles presentes en el té negro, el teaflavina-3,3’-digalato, ha mostrado una
fuerte inhibicion del NFxB en células RAW 267.4 estimuladas con LPS. Como
consecuencia de esta actividad se produjo una reduccion de la produccion de NO y de la
expresion de la propia proteina iNOS. A la misma concentracion el teaflavina-3,3’-
digalato inhibi6 a la IKKo (Pan et al., 2000). El resveratrol es otro inhibidor
relativamente potente (5 pM) de la activacion de NFxB estimulado por TNF en
diferentes tipos celulares, incluyendo U-937 (monocitos humanos) y Jurkat (linfocitos T
humanos) (Manna et al., 2000). Este compuesto ha mostrado asimismo una accion
inhibidora de la activacion del factor de transcripcion AP-1, c-Jun-quinasa y MAPK

quinasa en células U-937 estimuladas con TNF.

Manthey et al. (2001) revisaron la capacidad de distintos flavonoides presentes en los
citricos para inhibir la expresion de TNF en monocitos humanos. Estos autores
formularon la hipdtesis de que, entre otros mecanismos, la capacidad manifestada por
estos flavonoides de inhibir la actividad fosfodiesterasa podia estar relacionada con la
inhibicion en la produccion de citoquinas. Xagorari et al. (2001) describieron que los
flavonoides luteolina, 7-glucésido de luteolina, quercetina y genisteina inhiben la
liberacion de TNF e IL-6 en células RAW 267.4 estimuladas con LPS. Por otra parte, la
luteolina, junto con la apigenina, inhibe la expresion de ICAM-1 en células del epitelio
respiratorio estimuladas con TNF a través de la inhibicion de p38, INK y ERK, asi como

la actividad de IKK (Chen et al., 2004).
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Los flavonoides tienen la propiedad de modificar la respuesta inmune y la inflamacion a
varios niveles. Hasta el momento, parece ser que los grupos que han mostrado mas
actividad son el de las flavonas y los flavonoles (Kim et al., 2004). No obstante, resulta
dificil establecer unos requerimientos estructurales basicos para conseguir los mayores

efectos beneficiosos.
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3. Flavonoides y enfermedad inflamatoria intestinal

Las enfermedades que se recogen bajo la denominacion comun de EII han sido objeto de
intenso estudio por parte de la comunidad cientifica en los ultimos afios, pero su terapia
sigue siendo insatisfactoria, asocidndose con una elevada incidencia de reacciones
adversas. Por este motivo, existe en la actualidad un gran interés en el desarrollo de
nuevos agentes aplicables en el tratamiento de la EIl que combinen eficacia con pocos
efectos secundarios, que cambien el curso de la patologia prolongando los periodos de
remision de los sintomas y que mejoren la calidad de vida del enfermo. Este puede ser el
caso de los flavonoides, compuestos que ademas de estar dotados de una baja toxicidad
(Middleton et al., 2000), presentan unas caracteristicas idoneas para ser considerados

como compuestos antiinflamatorios aplicables en la EII.

El primer estudio que apunto el potencial efecto beneficioso de los flavonoides en la EII
fue realizado por Galsanov y colaboradores (1976). En ¢l se describe la actividad
antiinflamatoria presentada por la quercitrina, a las dosis de 25 y 100 mg/kg, en un
modelo de inflamacidn intestinal de tipo alérgico en rata. Mdas recientemente se ha
valorado la actividad de los flavonoides en varios modelos bien establecidos de
inflamacion intestinal en rata, como el modelo de colitis inducida por acido acético,
acido trinitrobencenosulféonico (TNBS) y sulfato de dextrano soédico (DSS), que
presentan algunas similitudes con la EIl en humanos (Elson et al., 1995). Distintos
flavonoides han mostrado actividad antiinflamatoria intestinal en estos modelos,
incluyendo heterdsidos como la quercitrina (Sanchez de Medina et al., 1996; Camuesco
et al.,, 2004), la rutina (Galvez et al., 1997; Cruz et al., 1998), la diosmina y la
hesperidina (Crespo et al., 1999), y geninas como la morina (Ocete et al., 1998; Galvez
et al., 2001) o la silimarina (Cruz et al., 2001). Estos efectos se han puesto de manifiesto
en las fases aguda y semicrénica del proceso inflamatorio intestinal. Asi, los flavonoides
previenen el dafio coldnico agudo cuando se administran antes del agente lesivo (4acido
acético o TNBS), y facilitan la recuperacion del tejido colonico dafiado en la fase

semicronica de la inflamacion cuando se inicia la administracion del flavonoide una vez
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inducido el dafio. De todos los flavonoides ensayados hasta el momento la quercitrina es
el mas potente, al ejercer su actividad a las dosis de 1 y 5 mg/kg, mientras que el resto de
los flavonoides ejercen su actividad antiinflamatoria intestinal en un rango de dosis entre
10 y 25 mg/kg, cuando se trata de los heterdsidos, y entre 10 y 200 mg/kg con las
geninas. Recientemente el dosmalfato, un compuesto derivado de la diosmina, ha
mostrado ser efectivo en los modelos de colitis inducida por DSS (Villegas et al.,
2003a) y TNBS (Villegas et al., 2003b) en ratones. La administracién oral de un
flavonoide sintético, el DA-6034 (7-carboximetoxi-3’,4’,5-trimetoxi flavona), en los
modelos de colitis experimental inducidos por TNBS y acido acético y el de colitis
espontanea en ratas transgénicas HLA-B27, mostré que dicho flavonoide posee la
misma eficacia que otros farmacos ampliamente utilizados en la EII, como son la

prednisolona y la sulfasalazina (Kim et al., 1999).

Se ha propuesto la participacion de distintos mecanismos en la actividad antiinflamatoria

intestinal de los flavonoides:

Propiedades antioxidantes y/o antirradicalarias (mencionadas anteriormente). Todos
los flavonoides estudiados mejoran el estado de estrés oxidativo asociado al proceso
inflamatorio intestinal inducido experimentalmente (Loguercio et al., 1996; Galvez et
al., 2000), ya que, o bien reducen la deplecion de glutation o disminuyen el contenido
colénico de malonildialdehido (MDA), dos de los marcadores bioquimicos indicativos
del grado de estrés oxidativo en el tejido intestinal. Este efecto puede considerarse de
gran interés, dado que los radicales libres, incluyendo los derivados del oxigeno y los del
nitrogeno, pueden desempefian un papel importante en la etiopatogénesis de la EII en

humanos (Kruidenier et al., 2003).

Actuacion sobre la sintesis del oxido nitrico (NO). Es importante sefialar el creciente
interés que ha suscitado en la Gltima década el NO en la patogénesis de la EII (Grisham
et al., 1999). Es posible que los efectos farmacologicos de los flavonoides estén
relacionados con el metabolismo del NO. En primer lugar, los flavonoides pueden

preservar las funciones beneficiosas del NO, al captar directamente aniones superoxido
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(Sichel et al., 1991) y por tanto impedir la interaccion con el NO generado. Ademas,
actlian como potentes captadores de radicales peroxinitrito (Haenen et al., 1997). En
segundo lugar, los flavonoides son capaces de inhibir la expresion de la iNOS (Chan et
al., 1997; Galvez et al., 1997). En consecuencia, los flavonoides pueden prevenir los
efectos perjudiciales generados por el NO en situaciones de inflamacion intestinal. De
hecho, se ha podido comprobar que el tratamiento de animales con colitis inducida con
TNBS con morina se traduce en una disminucion de la actividad de la NOS en explantes

intestinales procedentes de estos animales (Galvez et al., 2001).

Inhibicion de la actividad ciclooxigenasa, lipoxigenasa y reduccion de la produccion de
leucotrieno By (LTB4). Los leucotrienos son los metabolitos del 4cido araquidonico
formados por accion de la 5-LOX. Distintos estudios han postulado que el LTB4 es un
mediador inflamatorio con una importante funcioén en la EII; de hecho, la inhibicion de
su sintesis (Bertran et al., 1996) o el bloqueo de su receptor (Fretland et al., 1990) se
traduce en efectos beneficiosos en la colitis experimental. Aunque la mayoria de los
flavonoides estudiados reducen la produccion de LTB4 colénico, no se ha podido
dilucidar si existe una relacion directa entre la reduccion en los niveles colonicos del
eicosanoide y el efecto antiinflamatorio intestinal (Sanchez de Medina et al., 1996;
Ocete et al., 1998). El LTB, esta implicado en la patologia de la EII, dado que facilita la
quimiotaxis de los neutrdfilos, su adherencia y desgranulacion en el colon inflamado
(Fretland et al., 1990). Secundariamente, y como consecuencia de la activacion del
sistema NADPH oxidasa y de la accion posterior de la mieloperoxidasa (MPO), se
generan cantidades masivas de superdxido y &cido hipocloroso, responsables de
fenémenos de citotoxicidad directa en el tejido intestinal, lo que a su vez facilita la
liberacion adicional de distintos mediadores proinflamatorios (Yamada et al., 1991). De
hecho, en la mayoria de los estudios realizados con flavonoides en modelos de colitis
experimental se observa una reduccion significativa en la actividad mieloperoxidasa
coldnica, enzima que se encuentra predominantemente en los granulos azurofilicos de
los neutrofilos y que es considerada como marcador sensible de la infiltracion

leucocitaria (Veljaca et al., 1995). En cualquier caso, es conveniente resaltar que la
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inhibicion de la lipoxigenasa no constituye, por si sola, una diana terapéutica util en la

EII (Rask-Madsen et al., 1994).

Inhibicion de la produccion de citoquinas. El inicio de cualquier respuesta inmunologica
requiere la sintesis de una gran variedad de proteinas efectoras. Hoy se conocen muchos
de los mecanismos intracelulares implicados en la sintesis de estos mediadores,
incluyendo como uno de los encargados ultimos de esta cascada de eventos a los
factores de transcripcion, que se unen a las regiones promotoras de sus genes
respectivos. Entre estas dianas se incluyen, en el caso de la EIl, genes de moléculas de
adhesion, citoquinas y quimioquinas, entre otros. En la mucosa inflamada de enfermos
de CU y de EC se encuentra incrementada la sintesis de citoquinas proinflamatorias
como el TNF, la IL-1f, la IL-6 y la IL-8, (Monteleone et al., 2002) ademés de otros
marcadores como iNOS y COX-2 (Bremner y Heinrich, 2002). El NFkB es uno de los
factores de transcripcion inducibles mas importantes en los mamiferos y juega un papel
crucial en la EII, puesto que regula la expresion de numerosos genes de citoquinas
proinflamatorias, como las citadas anteriormente, y su actividad se encuentra aumentada
en la mucosa inflamada de pacientes con enfermedad activa (Neurath et al., 1998). Por
esta razon se considera al NFkB una diana terapéutica para el tratamiento de procesos
inflamatorios, asi como de algunos canceres (Bours et al., 2000; Yamamoto y Gaynor,

2001).

Con relacién a los estudios in vivo, hasta el momento, se ha descrito que el tratamiento
con morina es capaz de inhibir la produccion de IL-1B en la fase semicronica de la
inflamacién intestinal inducida con TNBS (Galvez et al., 2001). También se observo
esta inhibicion con la rutina en este mismo modelo de colitis realizado en ratones (Kwon
et al., 2005) y con la quercitrina en el tratamiento de la colitis experimental inducida por
DSS en ratas (Comalada et al., 2005). El tratamiento con quercitrina, ademas, redujo la

actividad NF«kB en la mucosa inflamada (Camuesco et al., 2004).
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Preservacion de la funcion absortiva colonica. La funcidon absortiva coldnica se
encuentra profundamente alterada en la inflamacion intestinal (Sanchez de Medina et al.,
2002a; Yue et al., 1996) de forma que su restauracion puede contribuir, conjuntamente
con las acciones comentadas anteriormente, a los efectos beneficiosos manifestados por
los flavonoides en los modelos de colitis experimental. Una alteracion de la
permeabilidad intestinal puede ser un factor desencadenante del proceso inflamatorio
intestinal (Brandzaeg P et al., 1999), ya que un epitelio facilmente permeable puede
permitir la entrada en la lamina propria de antigenos bacterianos o procedentes de la
dieta que no sean convenientemente anulados por el sistema inmune de la mucosa
intestinal, pudiendo desencadenar una respuesta inflamatoria descontrolada. Se ha
podido comprobar que la absorciéon colénica de fluidos in vivo se encuentra
profundamente comprometida en diferentes modelos experimentales de inflamacién
intestinal, siendo una de las funciones que mas tarda en recuperarse como consecuencia
del proceso inflamatorio. Se ha descrito que se encuentra incluso alterada cuando la
recuperacion histologica es practicamente completa (Asfaha et al., 2001). De los
distintos flavonoides estudiados, la quercitrina (Sanchez de Medina et al., 1996), la
rutina (Galvez et al., 1997), la hesperidina (Crespo et al., 1999) y la morina (Ocete et al.,
1998) han demostrado su capacidad de promover la mejora de la funcionalidad absortiva
coldnica en los animales coliticos. No obstante, unicamente la quercitrina fue capaz de
restaurar completamente el transporte hidroelectrolitico coldnico, lo que se tradujo en
una reduccidon de la incidencia de diarrea, uno de los sintomas que caracterizan la
inflamacion intestinal, en comparacion con el correspondiente grupo control (sin
tratamiento con el flavonoide). Aunque es probable que la mejora en la funcionalidad
colonica sea consecuencia, de la recuperacion mas rapida de la mucosa sometida al
proceso inflamatorio, es probable que la quercitrina ejerza efectos moduladores directos
sobre el epitelio intestinal (Sanchez de Medina et al., 1997; Sanchez de Medina et al.,
1996). La capacidad de los flavonoides de actuar sobre el transporte hidroelectrolitico
alterado permite justificar su actividad antidiarreica. La diarrea en la EII puede deberse a

una alteracion en el transporte hidroelectrolitico a través de la mucosa y/o a una
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alteraciéon en la motilidad. Por tanto, el estudio de las acciones por las que los
flavonoides ejercen el efecto antidiarreico se ha centrado en conocer como afectan a
ambas funciones intestinales, las cuales se encuentran intimamente relacionadas.
Distintos ensayos in vivo han demostrado que los flavonoides inhiben la secrecion y la
motilidad intestinales, retrasando en consecuencia el transito intestinal y contrarrestando
la acumulacion de fluido en el lumen generado en presencia de compuestos secretagogos

como el aceite de ricino (Rao et al., 1997; Di Carlo et al., 1993).

Es importante indicar que la mayoria de los estudios in vitro de motilidad se han llevado
a cabo con la quercetina, que es el flavonoide mayoritario en la naturaleza. Ademas de
sus efectos sobre las vias intracelulares mediadas por Ca*" en la célula muscular lisa
(Abdalla et al., 1989; Morales et al., 1994), otros mecanismos pueden también estar
involucrados. En este sentido, la quercetina es capaz de inhibir la fosfodiesterasa de
AMPc, generando un incremento en los niveles intracelulares de AMPc, como se ha
podido demostrar en otros tejidos (Beretz A, 1996; Kuppusamy y Das, 1992; Nikaido et
al., 1982). Otro mecanismo que puede estar involucrado es la inhibicion de la actividad
de la protein quinasa C (PKC) (Ferriola et al., 1989), que se ha postulado que contribuye
al efecto relajante de los flavonoides en otros tejidos, como el musculo liso vascular

(Duarte et al., 1993b).
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OBJETIVO

El caracter incurable de la EIl y las complicaciones secundarias que caracterizan a esta
enfermedad hacen que la busqueda de nuevas terapias mas eficaces sea una prioridad
para la comunidad cientifica en la actualidad. No existe por el momento ningun
tratamiento curativo y los farmacos utilizados van dirigidos mayoritariamente a la
inhibicion de la respuesta inflamatoria de manera inespecifica, aunque hoy en dia existen
numerosos estudios encaminados al desarrollo de inhibidores especificos de mediadores
como el TNF (Sands et al., 2004) o la IL-1B (Cohen et al., 2002) para mejorar el

tratamiento de enfermedades cronicas de esta indole.

Los flavonoides son compuestos polifendlicos con propiedades antiinflamatorias. Los
estudios publicados hasta ahora apuntan a que sus efectos observados in vivo no se
pueden atribuir a un solo mecanismo de accion, sino que probablemente actian a
muchos niveles del proceso inflamatorio. Asi, ademas de su conocida capacidad
antioxidante, se ha demostrado que inhiben enzimas implicadas en la sintesis de
eicosanoides como la COX, y la transcripcion de distintos genes proinflamatorios. Estos
parecen ser los mecanismos antiinflamatorios mas importantes (Kim et al., 2004). Los
trabajos llevados a cabo en nuestro grupo de investigacion desde el afo 1996 han
demostrado el éxito de los flavonoides en el tratamiento de animales con colitis
experimental. En estos estudios se ha puesto de manifiesto el papel antioxidante e
inmunomodulador de estos compuestos, pero no se han llegado a establecer los

requerimientos estructurales que influyen en una mayor o menor actividad.

En esta tesis doctoral nos hemos propuesto abordar el estudio de la relacion estructura-
actividad de los flavonoides como agentes moduladores de la respuesta inflamatoria.

Para ello, se han establecido los siguientes objetivos concretos:

1. Estudio del efecto de un grupo de flavonoides sobre:
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La secrecion de IL-8 en células HT29, utilizadas como modelo de epitelio

intestinal.

- La secrecion de mucinas y factores trébol en células HT29-MTX, utilizadas

como modelo de células caliciformes.

- Lasecrecion de TNF, IL-1B e IL-6 en células THP-1, utilizadas como modelo de

monocitos humanos.

- La secrecion de IL-2 y proliferacion celular en linfocitos murinos obtenidos del

bazo.

- La secrecion de TNF, iNOS e IL-10 en macréfagos murinos derivados de la

médula 6sea.

2. Estudio del mecanismo de accion de los flavonoides, concretamente a nivel del factor

de transcripcion NFkB, en macrofagos murinos derivados de la médula osea..

3. Estudio del efecto antiinflamatorio de la quercitrina en el modelo de colitis inducida

con sulfato de dextrano (DSS) en ratas.
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METODOLOGIA
1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados, excepto donde se indique, han sido proporcionados por

SIGMA Chem. Co. (Barcelona).

1. Cultivos celulares

Los cultivos celulares utilizados son de dos tipos: lineas celulares tumorales, entre las
que se encuentran las células HT29, HT29-MTX y THP-1, y cultivos primarios, que son
macrofagos derivados de la médula 6sea y linfocitos obtenidos del bazo, ambos

procedentes de ratones Balb/c.

2. 1. Lineas tumorales

Como modelo de epitelio intestinal se ha utilizado la linea celular de adenocarcinoma
de colon humano grado II, HT29, obtenida del Servicio de Cultivo de Tejidos de la
Universidad de Granada. Estas células se cultivan con medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Médium) suplementado con L-glutamina (2 —mM),
penicilina/estreptomicina (50000 U/L), anfotericina B (2,5 mg/L) y 10% de suero bovino
fetal inactivado (40 minutos a 56 °C). Al medio DMEM con esta composicion le

llamaremos en adelante DMEM completo.

Las células THP-1 constituyen una linea celular de monocitos humanos y también han
sido obtenidas del Servicio de Cultivo de Tejidos de la Universidad de Granada. Se
cultivan en medio RPMI suplementado con L-glutamina (2 —mM),
penicilina/estreptomicina (50000 U/L), anfotericina B (2,5 mg/L), 2-mercaptoetanol
(0,05 mM) y 10% de suero bovino fetal inactivado.

La linea HT29MTX, cedida por la Dra. Tecla Lesuffleur (INSERUM U505, Centre

Recherches Biomédicales des Cordeliers, Paris, Francia), se ha utilizado como modelo
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de células epiteliales secretoras de moco (Lesuffleur et al., 1990). Se cultivan en DMEM

completo y se mantienen en un incubador a 37 °C y con una presion de CO; del 5%.

2. 2. Cultivos primarios

Obtencion y cultivo de macrofagos murinos derivados de médula dsea

Los macréfagos murinos se obtienen a partir de la médula 6sea de los fémures y tibias
de ratones Balb/c suministrados por el servicio de animales de laboratorio de la
Universidad de Granada, como se ha descrito anteriormente (Celada et al., 1984). Los
ratones, de 6 a 8 semanas, son sacrificados por dislocacidon cervical, se extraen los
fémures y tibias liberandolos de la musculatura y se eluye la médula 6sea con medio de
cultivo DMEM. Para evitar los efectos de la variabilidad entre ratones, se recogen varias
médulas 6seas en una misma placa y se procede a su disgregacion hasta conseguir una

suspension homogénea de células.

Las células obtenidas se cultivan en DMEM, suplementado con un 20% de suero bovino
fetal inactivado y un 30% de medio condicionado para macrofagos (ver siguiente
apartado). El cultivo de las células se lleva a cabo en un incubador a 37°C y con una
presion de CO; del 5%. Al tercer dia de cultivo ya se puede observar un cambio en la
morfologia celular y un aumento de la adherencia a la superficie de la placa debido a la
diferenciacion de los precursores de la médula dsea hacia la linea macrofagica. Las
células se mantienen hasta llegar a un estado de subconfluencia (5-6 dias), momento en
que se sustituye el medio de cultivo por medio DMEM suplementado con suero bovino
fetal, pero sin el factor de crecimiento de macréfagos (M-CSF : Macrophage Colony-
Stimulating Factor). Al cabo de 16-18 horas se llevan a cabo los distintos experimentos.
Estas condiciones permiten la obtencion de macréfagos quiescentes que, al ser
estimulados con M-CSF, entran de forma sincronizada dentro del ciclo celular. Se
mantienen las mismas condiciones en los experimentos destinados al estudio de la
proliferacion celular y de las vias de sefializacion, pero no en los estudios de viabilidad,

secrecion de citoquinas y en la determinacion de la proteina iNOS. En estos casos, el
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medio de cultivo utilizado hasta la recogida de muestra contiene un 20% de suero y un

30% de medio condicionado para macréfagos.
Obtencion del medio condicionado para el cultivo de macrofagos

El M-CSF necesario para la diferenciacion y proliferacion de macrofagos murinos se
obtiene a partir del sobrenadante del cultivo de fibroblastos de raton de la linea celular
L929 (ATCC CCL 1, NCTC clon 929). Estas células producen grandes cantidades de M-
CSF, que es el unico factor de crecimiento capaz de estimular la proliferacion y
diferenciacion de los macréfagos. Por este motivo, el sobrenadante resultante del cultivo
de las células 1929 también recibe el nombre de medio condicionado para macrofagos .
Las células L929 se siembran en placas de cultivo de 150 cm®, a una densidad de 1x10°
células por placa, y se cultivan en 40 ml de medio DMEM. El sobrenadante se recoge al
cabo de 7 dias, cuando las células alcanzan la confluencia. Se centrifuga el sobrenadante
para eliminar las células en suspension y se conserva en alicuotas a —20° C hasta el
momento de su utilizacioén. Los sobrenadantes pueden conservarse en estas condiciones
durante mas de 6 meses. Una vez descongeladas, las alicuotas se pueden mantener a 4° C
para evitar la degradacion del M-CSF producto de un exceso de ciclos de congelacion-

descongelacion.

El contenido en M-CSF de los sobrenadantes de las células 1929 fue previamente
valorado mediante un ensayo de proliferacion basado en la incorporacion de [3H]-
timidina en macréfagos de médula 6sea de raton y comparando con un estandar en el
que se utiliz6 M-CSF recombinante. Mediante este ensayo se determind que los niveles
maximos de proliferacion de los macrofagos se alcanzaban con un 30% del medio

condicionado, lo que equivale a 900 U/ml de M-CSF recombinante.
Extraccion de linfocitos murinos de bazo

Tras el sacrificio del raton se procede a la extraccion del bazo con cuidado de no romper

la membrana externa que lo envuelve. En condiciones estériles, se coloca el bazo en una
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placa de cultivo de 10 cm con 5 ml de medio DMEM suplementado con un 1% de
mezcla antibiotica (penicilina/estreptomicina) y con ayuda de unas pinzas se presiona el
bazo contra la propia placa hasta que el 6érgano queda transparente y todas las células
que contiene quedan en el medio. A continuacioén, con ayuda de una jeringa y aguja
estériles, se homogeneiza la suspension de células y se pasa a un tubo de 15 ml. Se
procede a una centrifugacion de 5 minutos a 2000 G. El precipitado resultante se
resuspende en 5 ml de tampdn de lisis de hematies (NH4CI 0,17 M, KHCO; 0,012 M,
EDTA 0,9 mM, pH 7,3) y se mantiene a 4 °C durante 30 minutos. Transcurrido ese
tiempo se centrifuga la suspension, que contiene principalmente linfocitos y macrofagos,
a 2000 G durante 5 minutos. Se afiaden 5 ml de medio DMEM completo al precipitado
resultante y se lleva a cabo el recuento de las células obtenidas. A continuacioén se
siembran en placas de cultivo de 24 pocillos a distinta densidad dependiendo del

experimento a realizar.

3. Ensayos de viabilidad vy proliferacion celular

3. 1. Estudio de viabilidad celular por cristal violeta

Esta técnica se utiliz6 para el estudio del efecto de los flavonoides sobre la viabilidad de
células adherentes. Para realizar dicho estudio, las células (HT29, HT29-MTX vy
BMDM) se siembran en placas de cultivo de 24 pocillos hasta alcanzar la confluencia y
se exponen a las distintas concentraciones de los flavonoides a estudiar durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, las células se lavan con PBS y se ponen en contacto con el
colorante cristal violeta al 0.2% (p/v) en etanol al 2% durante 30 minutos. Se repiten los
lavados necesarios para eliminar el exceso de colorante y se afiade SDS al 1% (p/v). Las
células se recogen en tubos Eppendorff, se centrifugan a 7000 G durante 5 minutos y se
determina la absorbancia en el sobrenadante a 560 nm. Las células no viables no son
capaces de incorporar el colorante en sus membranas, y por tanto serd mas toxico aquel
flavonoide cuya muestra tenga menos intensidad de color (Ishiyama et al., 1996). Los
resultados se expresan como % de viabilidad con respecto a las células control (no

tratadas).
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3. 2. Determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa

La actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) se determina como indice de toxicidad
puesto que es liberada por las células lisadas. Se utilizdé para medir el efecto de los
flavonoides sobre la viabilidad de las células THP-1, ya que en estas células no se puede

llevar a cabo el ensayo de tincion con cristal violeta.

Las muestras, medio de cultivo recogido de las células cuya lisis se quiere monitorizar,
se centrifugan a 3000 G durante 10 minutos a 4 °C. En una placa de 96 pocillos se
afiaden 30 pl de la muestra y 80 ul de B-NADH (1,45 mM) en tampdn fosfato sédico (50
mM, pH 7,5). Tras incubar a 37 °C durante 5 minutos, se afiaden 20 pl de piruvato
sodico (25 mM) y se monitoriza la desaparicion de f-NADH dependiente de piruvato.
De la pendiente obtenida se resta la del ciego, que incorpora f-NADH y muestra, pero
tampon en vez de piruvato. Los calculos se realizan por interpolacion en una curva

patron de LDH y los resultados se expresan como mU/ml.

3. 3. Estudio de viabilidad/proliferacion celular con el reactivo WST-1

Esta técnica fue utilizada en la linea celular THP-1 y en los linfocitos de bazo. Consiste
en una determinacién colorimétrica de la actividad metabolica y de la proliferacion
celular. La sal soluble de tetrazolio (WST-1) pasa a formazan mediante la actividad de la
deshidrogenasa mitocondrial de las células viables, produciéndose un cambio de color.
A mayor proliferacion, mayor actividad mitocondrial, que se traduce en una mayor

hidrolisis del reactivo WST-1, dando una coloracion que se detecta a 450 nm.

Para llevar a cabo la experiencia, las células se incuban en una placa de 96 pocillos
(8x10* células/pocillo) con los flavonoides y el estimulo (LPS/PMA en THP-1 y
concanavalina A en linfocitos) durante 24 horas en el primer caso y 48 en el segundo.
Tras estos periodos de tiempo se afaden 5 pl/pocillo del reactivo WST-1 (Roche) y se
mantienen durante 2 horas a 37 °C. La medida de la absorbancia a 450 nm se lleva a

cabo agitando previamente la placa durante 1 minuto. Los resultados se expresan como
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% de viabilidad (actividad de la deshidrogenasa mitocondrial) con respecto a las células

control (no tratadas).

Ciimminats
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Figura 7. La accion de la Succinato Tetrazolio-reductasa

3. 4. Ensavos de incorporacion de timidina marcada

Las células en proliferacion incorporan acidos nucleicos para formar DNA y RNA. Para
cuantificar el ritmo de proliferacion se afiade timidina marcada al medio de cultivo, de
tal forma que las células la incorporan en su DNA y asi podemos valorar la proliferacion
en contacto con los flavonoides utilizados. El protocolo varia ligeramente segun el tipo
de células que se esté utilizando (adherentes o no). Los resultados se expresan como

c.p.m. (cuentas por minuto).
Macrotagos procedentes de médula 6sea

Los macréfagos se adhieren a la placa de cultivo para proliferar. Estas células se
encuentran inicialmente proliferando en medio DMEM suplementado con 20% de suero
y 30% de medio condicionado para macrofagos. Antes de llevar a cabo la experiencia, se

detiene la proliferacion de las células eliminando el factor de crecimiento del medio y
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reduciendo la concentracion de suero al 10%, de forma que las células permanecen en
G (fase del ciclo celular que transcurre entre la tltima division y el inicio de la sintesis
de DNA, en la que la célula se ocupa de la replicacion del material genético).
Transcurridas 18 horas, las células se pasan a placas de 24 pocillos a una concentracion
de 10000 células por pocillo. Se espera el tiempo necesario para que se adhirieran a la
placa (aproximadamente 2 horas) y a continuacién se afiaden los flavonoides objeto de
estudio. Una hora después se aporta el medio condicionado para macrofagos en distintos
porcentajes: 5%, 15% y 25%. Transcurridas 24 horas se afiade la *[H]-timidina (0,001
uCi/ml). A las 4 horas se retira el medio y se fijan las células con metanol al 70%
durante 30 minutos. A continuacion se retira el metanol, se realizan 3 lavados de 5
minutos con TCA al 10 % a 4°C y seguidamente se afiade una mezcla de SDS 1% y
NaOH 1 N. Después de 30 minutos agitando a temperatura ambiente se deposita el
contenido de cada pocillo en un vial con 3 ml de liquido de centelleo para cuantificar en

un contador de radiacion f.
Linfocitos de bazo

Los linfocitos no se adhieren a la placa de cultivo, sino que permanecen en suspension,
por lo que el procedimiento es distinto al anterior. En una placa de 24 pocillos afiadimos
a cada pocillo 2,5 millones de células en 450 ul de medio, se afiaden los flavonoides y la
concanavalina A (5 pg/ml) e inmediatamente se afiaden 50 pl a cada pozo de *H-
timidina (0,001 pCi/ml). La razon por la cual afiadimos los flavonoides junto con el
estimulo y la timidina al mismo tiempo es porque, a diferencia de los macréfagos, los
linfocitos tardan aproximadamente 24 horas en comenzar a proliferar. Transcurridas 48
horas, se pasan las células a tubos Eppendorf y se centrifugan durante 5 minutos a 2000
G. Seguidamente se realizan 2 lavados con TCA al 10%. En cada lavado centrifugamos
durante 5 minutos a 2000 G. A continuacion se anade la mezcla de SDS 1% en NaOH 1
N y se agitan las muestras 30 minutos a temperatura ambiente, tiempo en el cual se
preparan los viales con 3 ml de liquido de centelleo a los que afadimos cada muestra

para llevar a un contador p.

49



Metodologia

4. Determinacion de la secrecidn de citoquinas

4. 1. Determinacidn de la secrecion de 1L-8 en HT29

Las células se siembran en placas de cultivos de 24 pocillos hasta que alcanzan la
confluencia. Se estimulan con lipopolisacéarido (LPS) de Escherichia coli serotipo (055-
B5) a distintas concentraciones (1, 5 y 10 pg/ml de medio de cultivo). Se recogen
distintas muestras de medio transcurridas 12, 24 y 48 horas y se centrifugan a 7000 G
durante 10 minutos para eliminar las células en suspension. A continuacion se congelan
los sobrenadantes a -80° C hasta la determinacion de IL-8, llevada a cabo por
enzimoinmunoensayo (ELISA) (Biosource). Una vez determinados la concentracion y el
tiempo de estimulacion ideales, se realiza el experimento con los distintos flavonoides a
las concentraciones de 10, 30 y 100 uM, que se afaden al medio una hora antes de la

estimulacion con LPS. Los resultados se expresan como concentracion de IL-8 (pg/ml).

4. 2. Determinacion de la secrecion de IL-1B, TNF e IL-6 en células THP-1

Las células se cultivan en placas de 24 pocillos a una concentraciéon de 10° células/ml.
Los flavonoides se afiaden a las concentraciones finales indicadas (25, 50 y 100 uM) una
hora antes de realizar la estimulacion con LPS (1 pg/ml) y 12-miristato acetato de forbol
(PMA, 1 uM). Previamente en nuestro laboratorio se determind que el tiempo de
incubacion ideal para detectar el aumento de estas citoquinas es de 24 horas.
Transcurrido este tiempo se retira el medio y se procede a su centrifugacion para
eliminar las células. En los sobrenadantes resultantes se llevan a cabo las
determinaciones de las distintas citoquinas mediante kits de ELISA (Amersham
Biosciences) y de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En el caso de no hacer las
determinaciones al instante de la obtencion de las muestras, éstas se mantienen a —80°C.

Los resultados se expresan como concentracion de la citoquina correspondiente (pg/ml).
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4. 3. Determinacion de la secrecion de TNF e IL-10 en macrofagos murinos

Los macréfagos se siembran en placas de 24 pocillos hasta alcanzar la confluencia. En
ese momento se incuban con los distintos flavonoides durante 1 hora. En el caso del
estudio del efecto de la quercetina resultante de la fermentacion de su heterdsido
quercitrina en contacto con un homogenado de heces, las condiciones fueron las mismas.
Transcurrido este tiempo se estimulan con LPS (10 ng/ml), y se recoge el medio de
cultivo a las 24 horas para determinar la concentracién de las distintas citoquinas por
ELISA (Biosource). Los datos se expresan como concentracion del mediador

correspondiente (pg/ml).

4. 4. Determinacion de la secrecion de 1L-2 en linfocitos de bazo

Los linfocitos se siembran en placas de 24 pocillos a una concentracion de 1,5 millones
de células por ml. Se afnaden los distintos productos y se estimulan con concanavalina A
(5 pg/ml) durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se recogen las células y se
centrifugan a 7000 G para extraer los sobrenadantes, que se congelan a —80°C hasta la
determinacion por ELISA de los niveles de IL-2 (Biosource). Los resultados se expresan

como concentracion de IL-2 (pg/ml).

5. Determinacion de la expresion de iNOS e IkBa-P en macrofagos de raton

La determinacion de estas dos proteinas se ha llevado a cabo por western blot. Las
células se siembran en placas de cultivo de 10 cm (Nunc, Roskilde, Dinamarca) y se
incuban con los flavonoides durante una hora previamente a la estimulacion con LPS (10
ng/ml). Transcurridas 6 horas en el caso de la determinacion de iNOS y 10 minutos en el
caso de IkBa-P, se eliminan los sobrenadantes y se recogen las células para llevar a

cabo el andlisis de las proteinas citadas.
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5. 1. Obtencion de muestras

Obtencion del lisado celular

Tras los tratamientos anteriormente descritos, cada placa de macréfagos se deposita
sobre hielo con el fin de detener el metabolismo celular, asi como la accion de las
proteasas. Se elimina el medio de cultivo y se lavan las células con PBS frio. A
continuacion, las células se despegan de la placa con ayuda de una espatula y se procede

a un proceso de lisado.

Las células son lisadas en hielo con solucion de lisis (Hepes 20 mM a pH 7,5, EGTA 10
mM, B-glicerofosfato 40 mM, MgCl, 25 mM, NP-40 1%, DTT 1 mM) en presencia de
inhibidores de proteasas y fosfatasas: 1 pg/ml de aprotinina, 1 pg/ml de leupeptina, 1
ug/ml de iodacetamida, ortovanadato sédico 2 mM y fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 0.5 mM. El lisado celular resultante se incuba en un agitador orbital a 4°C
durante 15 minutos. El material insoluble se elimina mediante centrifugacion a 10000 G
durante 5 minutos a 4°C. Se determina la concentracion proteica mediante el método del
acido bicinchoninico, descrito en el apartado siguiente. En el caso de la determinacion
de iNOS en el tejido coldonico, uno de los cortes longitudinales de colon se homogeneiza
en el tampon citado utilizando un homogeneizador Heidolph. Los pasos siguientes son

comunes.
Determinacion del contenido de proteinas. Método del acido bicinchoninico

Para la determinacion de proteinas se ha seguido la técnica descrita por Smith et al.
(1985). Este método utiliza un colorante (dcido bicinchoninico, BCA) que se obtiene
mezclando dos reactivos A y B en proporcion 50:1 (v/v). El reactivo A consiste en una
disolucion acuosa de BCA (25,7 mM) en forma de sal soédica (acido 4, 4’-dicarboxi-2,
2’- biquinolinico), Na, CO; -H,O (0,16 M), tartrato sédico potasico (5,7 M), NaOH (0,1
M) y NaHCOs (0,11 M) (pH 11,25). El reactivo B es una disolucion acuosa al 40% de

CuS04-5H;0. El fundamento de la técnica se basa en la capacidad de algunos
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aminoacidos y del enlace peptidico para reducir el Cu*" a Cu'’. El reactivo BCA forma
. , 1+ .. .
un complejo color purpura con el Cu en condiciones alcalinas, que presenta un
maximo de absorbancia a 562 nm. Para realizar la determinacion se anaden 200 ul del
reactivo de coloracion a 3 pl del homogenado celular o colénico y tras incubar a 37 °C
durante 30 minutos se procede a la lectura espectrofotométrica a 560 nm. El aumento de
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de proteina de cada
muestra. El calculo del contenido de proteinas se realiza por interpolacién en una curva

patrén de albumina sérica bovina fraccion V.

5. 2. Western Blot

Una fraccion de la proteina total de los lisados (65 pg en el caso de IkBa-P y 80 pg en
el caso de iNOS) es desnaturalizada en tampon de carga Laemmli (Tris-HCI 62,5 mM a
pH 6,8, SDS al 2%, 2-mercaptoetanol al 0,7%, glicerol al 10%, azul de bromofenol) a
95°C, durante 5 minutos. A continuacion, las proteinas se separan por electroforesis en
un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% para la determinacion de
IxBa-P y al 7% para la iNOS. Como indicador de pesos moleculares se utiliza una

mezcla estandar de proteinas (8-220 kDa) previamente marcadas con un colorante.

Una vez finalizada la electroforesis, el contenido proteico del gel se transfiere a una
membrana PVDF (Millipore Corporation, Billerica, Masachusetts) en el caso de IkBa-P

y de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell Bioscience) en el caso de iNOS.

Después de la transferencia y con el objeto de bloquear los sitios de unién inespecifica,
las membranas se incuban durante una hora y media a temperatura ambiente con una
solucion de bloqueo compuesta por leche desnatada en polvo al 5%. A continuacion, las
membranas se incuban con el anticuerpo primario, cuya dilucién depende del tipo de
anticuerpo (1:2500 para IkBa-P y 1:3000 para iNOS). Finalizada la incubacion
(aproximadamente 12 horas a 4°C), las membranas se lavan tres veces y se incuban con
el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. En ambos casos el

anticuerpo secundario estd conjugado a la enzima peroxidasa y se utiliza a una dilucién
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1:3000. Una vez finalizada la incubacion se procede a la deteccion y cuantificacion. Para
ello se introduce la membrana en una mezcla de reactivos del kit de
quimioluminiscencia (NEM, Zaventem, Bélgica), los cuales contienen el sustrato para la
enzima peroxidasa. El analisis semicuantitativo de las bandas se realiza con el programa

informatico Scion Image (Scion Corporation, EEUU).

6. Determinacion de mucinas en células HT29-MTX

6. 1. Extraccion v cuantificacion de RNA total

Las células HT29-MTX se cultivan en placas de 6 pocillos y se mantienen durante 2
semanas una vez alcanzada la confluencia, tiempo necesario para que estas células
comiencen la secrecion de moco. Transcurrido este tiempo se lleva a cabo el tratamiento
con los flavonoides a la concentracion final de 50 uM durante 4 dias. Durante este
tiempo el medio que contiene los flavonoides se cambia una vez. Al finalizar este
periodo se retira el medio de cultivo y se procede a la recogida de células con 1 ml de
Trizol (Gibco) por pocillo. Tras una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente, se
afiaden 200 pl de bromocloropropano a cada muestra y se centrifuga a 12000 G durante
15 minutos. La fase superior resultante contiene el RNA total. A dicha fraccion de
aproximadamente 0.5 ml se le afade la misma cantidad de isopropanol con la finalidad
de precipitar el RNA. Tras una incubacion de 10 minutos a temperatura ambiente se
procede a una centrifugacion de 12000 G a 4°C. El precipitado resultante se lava con
etanol al 75% y se deja secar. Por Ultimo, el RNA extraido se redisuelve en agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC) para eliminar RNAsas, y se mantiene a —80°C hasta su

posterior cuantificacion y retrotranscripcion.

6. 2. Determinacion de la concentracién de RNA

La concentracion de RNA se cuantifica espectrofotométricamente determinando la
absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm frente a un blanco de agua DEPC. La

concentracion de RNA se calcula con respecto al valor estandar de absorbancia a 260
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nm que corresponde a 1 para una solucidon de 40 pg/ml de RNA. Asimismo se considera
la ratio A260/A280 para estimar el grado de pureza de las muestras de forma que un
valor superior a 1,9 se considera indicador de contaminacion por DNA e inferior a 1,7 se

considera indicativo de contaminacion por proteinas y/o fenol.

6. 3. Separacion de RNA mediante electroforesis

Este paso se ha realizado para comprobar la calidad del RNA extraido. Para llevar a
cabo la electroforesis, se diluyen 5 pg de RNA hasta un volumen final de 10 pl y se les
afiaden 5 pl de tampon de carga (formamida desionizada 0.5%, formaldehido 6%,
glicerol 0,13%, azul de bromofenol 0,013% en tampon MOPS/EDTA) y 1 pl de
bromuro de etidio. Se desnaturalizan a 65°C durante 10 minutos y se separan en un gel

de agarosa/formaldehido al 1,5%.

6. 4. Transcripcidn inversa

Mediante la retrotranscripcion conseguimos sintetizar DNA complementario (cDNA) al
RNA extraido a las células HT29-MTX mediante el uso de una transcriptasa inversa
retroviral. Esta técnica se realiza mediante el uso de un kit comercial (Amersham
Biosciences), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de DNA obtenido

se mantienen a —20 °C hasta su amplificacion.

6. 5. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El cDNA resultante de la transcripcion inversa se somete a una reaccion de PCR con el
fin de amplificar moléculas que contengan regiones homologas a los oligonucleo6tidos de
las mucinas a determinar. Las condiciones son diferentes segiin la mucina de que se trate

en cada caso.

Las reacciones de amplificacion se realilzan en un volumen final de 25 pl. Se utilizan
ciclos de nimero variable con 3 fases cada uno; una primera fase de desnaturalizacion,

una segunda de hibridacién, y una tercera de extension. Transcurridos los ciclos
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necesarios, las muestras se incuban durante 5 minutos a 72 °C para aumentar la

eficiencia de la extension del DNA.

La concentracion de los cebadores en cada reacciéon es de 1 pmol/ul, la de los
nucleétidos dNTPs es de 0,1 mM y se utilizan 5 unidades de Taq polimerasa. Como
tampon de reaccion hemos utilizado el suministrado por el fabricante (Amersham). Los

oligonucleotidos utilizados se muestran en la siguiente tabla :

Tabla 1. Oligonucledtidos HT29-MTX

Mucinas Sentido Antisentido

h 18S 5> GTAACCCGTTGAACCCCATT 5> CCATCCAATCGGTAGTAGCG

h Muc-1 5> CGTCGTGGACATTGATGGTACC 5> GGTACCTCCTCTCACCTCCTCCA
h Muc-3 5> GCAAGTCAGTAACGAGCCTCAG 5> GGGGAAAGGATACAGGAATGA
h Muc-4 5> GTTCTTCGGCATCTTCTTTGGGG 5> CACCTTCCCTTTTCCAGTCTCCC
hMuc-5b 5> CATCGGCCCCATAACCACG 5> AGGCTGCATTCCACGACCTG

h TFF-1 5> GGCCACCATGGAGAACAAG 5> GTCAAAGTCAGAGCAGTCAATC
h TFF-3 5> GCTCTGCTGAGGAGTACGTGG 5> GGGGCTTGAAACACCAAGGC

6. 6. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Las muestras de DNA amplificado mediante RT-PCR se mezclan con tampon de carga
(glicerol al 30% (v/v), azul bromofenol-xileno cianol al 0,25 % (p/v)) y se cargan en los
pocillos de un gel de agarosa al 2% en tampdon TAE (Tris acetato 0,04 M, pH 8,0),
EDTA 1 mM). Se procede a la electroforesis en gel a 70 V. Por ultimo, se observan las
bandas en un transiluminador con luz ultravioleta y los geles se fotografian con una
camara Kodak DC120 y su paquete informatico, suministrado por SIGMA. El andlisis
semicuantitativo de las bandas se realiza con el programa informatico Scion Image

(Scion Corporation, EEUU).
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7. Determinacion de los niveles de mRNA de IL-10 en macrofagos

El protocolo es similar al del apartado anterior con algunas modificaciones. En este caso
las células se sembraron en placas de 10 cm y estuvieron en contacto con los flavonoides
y la sulfasalazina a las dosis indicadas durante 1 hora antes de afiadir el LPS (10 ng/ml).
Transcurridas 6 h se retira el medio de cultivo y se lleva a cabo la recogida de las
células, la extraccion del RNA, su cuantificacion y posterior retrotranscripcion de la
misma forma que se ha explicado anteriormente. En este caso las condiciones de
amplificacion fueron diferentes; la concentracion de los cebadores en cada reaccion es
de 1 uM, la de los nucledtidos dNTPs es de 0,2 mM y se utiliza 1 unidad de Taq

polimerasa. En la Tabla 2 se muestran los oligonucleotidos utilizados :

Tabla 2. Oligonucleétidos BMDM

Sentido Antisentido
rIL-10 5-TCCTTAATGCAGGACTTTAAGGG 5'- GGTCTTGGAGCTTATTAAAAT
r B-actina 5'- TGGAATCCTGTGGCATCC 5- AACGCAGCTCAGTAACAGTCC

8. Inducciodn de la colitis y determinacion del dafio colonico

8. 1. Animales de experimentacion

Los animales utilizados en este estudio han sido ratas albinas hembra de la cepa Wistar
con peso comprendido entre 180 y 200 g y suministradas por el Servicio de Animales de
Laboratorio de la Universidad de Granada. Los animales se mantienen en el estabulario
del laboratorio durante 7 dias antes de llevar a cabo el experimento, a una temperatura
de 22+2 °C y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Las ratas se alojan en cubetas de
makrolon con lecho de viruta, dispuestas en estanterias de acero inoxidable, en grupos
de 8 ratas. Se alimentan con una dieta estandar para roedores (Panlab A04). Estos

estudios se han realizado de acuerdo con las directivas de la Convencion para la
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proteccion de los animales vertebrados usados en experimentacion y con otros fines

cientificos establecidas por la Union Europea (85/ETS123; 86/609/EEC).

8. 2. Disefo del experimento e induccion de la colitis

Los animales se disponen de manera aleatoria en 4 grupos:

Grupo control (C): no se les induce colitis ni reciben tratamiento alguno. Se sondan

diariamente a partir del sexto dia con agua.

Grupo colitico (DSS): se les induce la colitis pero no reciben tratamiento alguno. Se

sondan diariamente a partir del sexto dia con agua.

Grupo quercetina (Q): se les induce la colitis y son tratados con quercetina (1 mg/kg por

dia) a partir del sexto dia.

Grupo quercitrina (QR): se les induce la colitis y son tratados con quercitrina (1 mg/kg

por dia) a partir del sexto dia.

Dia 0 Dia 5 Dia 15
H,O
DSS 5% DSS 2%
H,0

@ Q
1mg/kg-dia

QR
1mg/kg-dia

Figura 8. Disefio experimental. La primera linea corresponde al grupo de animales control no
coliticos, la segunda al grupo de animales coliticos sin tratamiento; ambos recibieron 1 ml de agua
via oral a partir del dia 5. La tercera (Q) y cuarta (QR) lineas corresponden a los animales tratados
con quercetine y quercitrina, respectivamente.
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El experimento durd un total de 15 dias. La induccion de la colitis se lleva a cabo
mediante la sustitucion del agua de bebida por una solucion de DSS al 5 % (p/v) en agua
destilada durante 5 dias. A partir del sexto dia y hasta el dia numero 15 el porcentaje de
DSS pasa a ser del 2 %. En este momento de reduccion de la dosis de DSS se inicia el
tratamiento con quercetina o quercitrina, que son administradas con una sonda oral
disueltas en agua. A los animales control y coliticos sin tratamiento se les administra un
volumen equivalente de agua. Durante el transcurso del experimento se registra
diariamente el peso corporal de los animales y la existencia o no de diarrea y/o sangre en
las heces. Dependiendo de estos factores, se asigna un valor al que llamamos indice de
actividad de la enfermedad (IAE), segin lo descrito por Cooper HS y colaboradores
(Cooper et al., 1993) (Tabla 3). Este indice es valioso para evaluar la actividad y
evolucion de la enfermedad, asi como la eficacia de los tratamientos farmacologicos.Una
vez sacrificados los animales por dislocacion cervical se les extrae el colon y se procede
a la limpieza del mismo sobre una superficie fria, retirando los restos de grasa y las
adhesiones mesentéricas. Se realizan cortes longitudinales para la determinacion de

mieloperoxidasa colonica, la enzima iNOS vy las citoquinas TNF e IL-1.

Tabla 3. Criterio de asignacién del indice de Actividad de la Enfermedad (IAE)
en el modelo de colitis inducida por DSS.

Consistencia de las

Puntuacion  Pérdida de Peso Sangrado Rectal
Heces

0 Ninguna Normal No

1 1-5%

2 5-10% Blandas

3 10-20%

4 >20% Diarrea Si

El valor del IAE es la suma de los tres parametros dividido por tres (Cooper et al.,

1993)
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8. 3. Determinacion de la actividad mieloperoxidasa colonica

Esta determinacion se lleva a cabo por el método descrito por Krawisz et al. (1984). Esta
enzima se utiliza como marcador de la infiltracion de neutrdfilos, aunque no es
especifico de estos fagocitos. Los fragmentos de colon se homogeneizan en una
solucion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) al 0,5 % (p/v) en tampdn
fosfato salino (50 mM, pH=6,0), con una dilucion final de 1:20 (p/v) y con la ayuda de
un homogeneizador Heidolph durante aproximadamente 45 segundos. Seguidamente, el
homogenado se sonica durante 10 segundos y se somete a un triple proceso de
congelacion-descongelacion que facilita la ruptura de estructuras celulares, favoreciendo
la liberacion de la enzima. Tras la ultima descongelacion, el homogenado se centrifuga a
7000 G durante 10 minutos a 4° C y se procede a la medida de la actividad
mieloperoxidasa (MPO), haciendo reaccionar el sobrenadante con un reactivo de
coloracion compuesto por clorhidrato de o-dianisidina y peréxido de hidrégeno en
tampon fosfato (50 mM, pH=6,0). Se determina el incremento de absorbancia a 450 nm
y la actividad MPO se calcula interpolando los datos obtenidos en una curva patron de
peroxidasa de rabano. Una unidad de MPO (U) se define como la cantidad necesaria
para degradar 1 pmol/minuto de peréxido de hidrogeno a 25°C. Los resultados se

expresan como U/g tejido fresco.

8. 4. Determinacion de IL-1B v TNF en el tejido colénico

Para la determinacion de estos pardmetros bioquimicos se realiza un procedimiento
simple de extraccion de forma inmediata (<1 h) a la obtencion del 6rgano (McCafferty et
al., 1992). Los fragmentos de colon se trocean con unas tijeras sobre una superficie fria
durante 15 segundos y se incuban en tampdn fosfato sodico (10 mM, pH=7.4) en
proporcion 1:5 (p/v) a 37°C durante 20 minutos con agitacion constante. A continuacion
se centrifugan las muestras a 9000 G durante 5 minutos a 4°C y se congela el

sobrenadante obtenido a —80°C. Para la determinacion de la concentracion de IL-1P y
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TNF se utilizan kits comerciales de enzimoinmunoensayo (Amersham). Los resultados

se expresan como pg/g de tejido.

8. 5. Fermentacidn fecal de la quercitrina v analisis por HPLC

En primer lugar se diluyen 100 mg de heces en 1 ml de agua de peptona (Oxoid,
Basinstoke, UK) junto con la quercitrina (10 mM). Se incuba la mezcla a 37 °C en
condiciones anaerobias a distintos tiempos (1, 2, 4, 6, 24 h). A continuacion, parte de las
muestras se filtran utilizando un tamafio de poro de 0,22 um para poder ser utilizadas en
los ensayos in vitro. Otra parte se somete a un proceso de extraccion utilizando metanol.
La mezcla se agita durante 1 minuto en vortex y se centrifuga a 5000 G durante 5
minutos para analizar posteriormente por HPLC (High Performance Liquid
Cromatography; cromatografia liquida de alta resolucion) el contenido en quercetina y

quercitrina.

9. Estudio estadistico

Todos los resultados estdn expresados como la media artimética = desviacion estandar
de la media. La significacion estadistica se determiné realizando un analisis de varianza
de una via (ANOVA) seguido de un test de significancia minima (LSD). El umbral de
significacion se establecid en p<0,05. Para es estudio de los datos no paramétricos se
utilizo el test de Kruskal Wallis. El programa estadistico utilizado fue SigmaStat 2.0
(Jandel, San Rafael, California).
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RESULTADOS

1. Efecto de los flavonoides sobre la secrecion de mediadores inflamatorios

El objetivo principal de estos ensayos consistid en analizar el efecto de los flavonoides
sobre la produccion de distintos marcadores inflamatorios utilizando diferentes lineas

celulares y cultivos primarios:

- Las células HT29 se han utilizado como modelo de epitelio intestinal y se ha

determinado el efecto de los flavonoides sobre la produccion de la quimioquina IL-8.

- Las células HT29-MTX constituyen un modelo de células caliciformes, productoras de
moco. En estas células se ha determinado la influencia de los flavonoides en la sintesis
de diversas mucinas como MUC-2, MUC-3, MUC-4, MUC-5b y factores trébol “trefoil
factors” como el TFF-1 y TFF-3.

- Las células THP-1 constituyen una linea monocitica. En ellas se ha determinado el
efecto de los flavonoides sobre la sintesis de las citoquinas proinflamatorias TNF, IL-1f3

e IL-6.

- También se ha determinado el efecto de los flavonoides sobre la produccién de TNF e
IL-10 y sobre la expresion de iNOS en macréfagos murinos derivados de médula dsea.
Ademas, estas células se utilizaron para profundizar en el estudio del mecanismo de
accion por el cual los flavonoides inhiben la produccion de las citoquinas estudiadas ya
que, al ser un cultivo primario y no una linea celular establecida, se considera en general

mas representativo en cuanto a su comportamiento de la situacion fisiologica.

- Por ultimo, se determiné el efecto de los flavonoides sobre la sintesis de IL-2 en

linfocitos murinos procedentes del bazo.

En todos los estudios in vitro se ha evaluado el efecto de los flavonoides sobre la

viabilidad celular con el fin de comprobar si los efectos sobre las citoquinas se deben a
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una actuacion especifica o son por el contrario derivados de un efecto lesivo sobre las

células.

Los flavonoides escogidos para iniciar estos estudios fueron seleccionados por poseer
distintas caracteristicas estructurales que nos permitiesen establecer la relacion
estructura-actividad que determina su actividad antiinflamatoria. Dentro de los grupos

escogidos, flavonoles y flavonas son los mas abundantes.

Tabla 4. Flavonoides seleccionados

Flavonoles Flavonas Isoflavonas Flavanonas
Kanferol Apigenina Daidzeina Hesperetina
Quercetina Crisina Genisteina

Diosmetina

Luteolina

1. 1. Ensayos en lineas tumorales

1. 1. 1. Efecto de los flavonoides sobre la linea celular HT29

La IL-8 es una citoquina quimiotactica que juega un importante papel en la respuesta
inflamatoria, y, puesto que las células epiteliales intestinales constituyen una fuente
fundamental de esta citoquina (McGee DW, 1999), hemos estudiado el papel de los
flavonoides en la secrecion de este mediador en la linea celular de adenocarcinoma de
colon humano HT29, utilizada como modelo de epitelio intestinal. En primer lugar se
llevé a cabo la estimulacion de las células a distintos tiempos y con diferentes
concentraciones de LPS (1, 5 y 10 pg/ml) para determinar el momento y la

concentracion de LPS optimos para realizar el experimento (Figura 9).
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@ 12h
1200 *x o 24h Figura 9. Secrecion de IL8 en células
~ 1000 *ox HT29 estimuladas con LPS. Se utiliz6
E 800 * *ox LPS a distintas concentraciones (1, 5y 10
g 600 . * uM) y a distintos tiempos (1, 12 y 24
% 400 horas). La IL8 se determiné en el medio
- 208 de cultivo mediante ELISA. *p<0,05,
0 . 5 10 **p<0,01 frente al control no estimulado.

LPS (ug/mi)

Los resultados muestran que la mayor produccion de IL-8 se obtuvo tras incubar las

células durante 24 horas con 1 pg/ml de LPS, por lo que se utilizaron estas condiciones

para los estudios posteriores.
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Figura 10. Efecto de los flavonoides mas activos sobre la secrecion de IL-8 en células
HT29 estimuladas con LPS (1 upg/ml) durante 24 horas. Todos los grupos son
significativamente distintos del grupo no tratado, *P<0,05 frente al control estimulado con
LPS. La IL8 se determind mediante ELISA en el medio de cultivo.
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Los flavonoides mas eficaces inhibiendo la produccién de IL-8 fueron la genisteina, la
daidzeina, la apigenina y la luteolina, alcanzando a la concentracion de 100 uM una
inhibicion del 56,6, 46,4, 42,9 y 42,7%, respectivamente. El resto de los flavonoides
ensayados no alcanzaron el 20% de inhibicion a la concentracion de 100 uM y el
comportamiento no siguid un patrén concentracion-dependiente. El 5-ASA se utilizd
como farmaco control, ya que se ha descrito que inhibe la produccion de IL-8 en células
epiteliales de intestino (Bocker et al., 2003). Este resultd maés eficaz, presentando una

inhibicion del 89,6% a la concentracion de 100 uM (Figura 10).

Con el objetivo de descartar que el efecto podia ser debido a una posible toxicidad por
parte de los flavonoides sobre estas células, se llevaron a cabo ensayos de viabilidad
mediante la técnica de tincidon con cristal violeta. Transcurridas 24 horas de incubacion
de las células con los flavonoides, el vehiculo (DMSO 0,1%) y 5-ASA a 50 y 100 uM,

no se observo un impacto significativo sobre la viabilidad de los colonocitos (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de los flavonoides mas activos sobre la viabilidad
de las células HT29. Técnica de tincion con cristal violeta.

Concentracion 0/ ot
% Viabilidad
(uM) °
Control 100
DMSO 89,1+7,4
Abicenina 50 110,9 £ 2,2
P 100 113,0 £ 7,7
. 50 92,6 3,6
Luteolina 100 101,1 + 8,4
o 50 93,1+£0,3
Daidzeina 100 97.749.5
Genisteina >0 983+78
100 106,6 + 24,1

Los resultados se representan como la media + desviacion estandar.
No existen diferencias significativas
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1. 1. 2. Efecto de los flavonoides sobre la producciéon de mucinas en la linea celular

HT29-MTX

El epitelio intestinal, junto a la capa de moco a la que se encuentra asociado, constituye
una barrera fisica entre bacterias y células del sistema inmune que juega un papel
fundamental en la EIl (Einerhand et al., 2002). Las mucinas son las principales
constituyentes de esta barrera de moco que recubre el epitelio y su expresion puede
verse alterada por productos bacterianos y por distintos mediadores de la inflamacion.
Una alteracion de las mismas podria desembocar en una ruptura de la barrera epitelial o

modificar las interacciones entre las bacterias y la mucosa.

Se ha demostrado que en la EII se encuentra alterada la expresion de MUC2 y MUCA4.
Concretamente la expresion de MUC2 disminuye en pacientes con colitis ulcerosa
(Tytgat et al., 1996; van Klinken et al., 1999), en tanto que la expresion de MUC4 se
encuentra reducida en pacientes de Crohn (Buisine et al., 2001). Esta disminucioén

también se ha demostrado en modelos experimentales de colitis (Gonzalez et al., 2004).

Las células HT29-MTX se han utilizado como modelo de células caliciformes
intestinales debido a la abundante produccion de moco que las caracteriza,
particularmente a las dos semanas de alcanzarse la confluencia. En estas condiciones se
realizd un tratamiento con flavonoides a la concentracion de 50 pM. Se ensay6 una
unica concentracion debido a la complejidad del analisis de las mucinas y factores
trébol. La seleccion de la concentracion de 50 uM obedece, por una parte, a que algunos
flavonoides presentaban actividad a 10 pM en células HT29, mientras que niveles en

torno a 100 uM son poco plausibles in vivo, aun con dietas ricas en flavonoides (Kroon

et al., 2004).

Transcurridos 4 dias en contacto con los flavonoides se valord el efecto de los mismos
sobre la expresion de MUC-2, MUC-3, MUC-4, MUC-5b, TFF-1 y TFF-3. Los

resultados evidencian que, de las mucinas estudiadas y factores trébol, solo la luteolina
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produce un aumento del 40% en la expresion de TFF-3 (Figura 11). De los farmacos

utilizados como controles, solo la prednisolona dio lugar a un aumento del 25%.
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Figura 11. Efecto de los flavonoides (50
pM) sobre la expresion de TFF-3 en células
HT29 MTX. La Iluteolina produjo un
aumento en la expresion de TFF-3. (A)
cuantificacion densitométrica de las bandas
obtenidas en la RT-PCR, (B) fotografia del
gel de agarosa donde re realizdo la
electroforesis de las muestras resultado de la
PCR.

Mostramos solo resultados correspondientes a la luteolina y algunos de los flavonoides

representativos: crisina, genisteina, apigenina, daidzeina y luteolina.

Los ensayos de viabilidad celular mediante la técnica del cristal violeta (Tabla 6)

prueban que a la concentracion de 50 uM los flavonoides ensayados no producen

cambios con respecto a las células control.

Tabla 6. Efecto de los flavonoides (50 uM) sobre la viabilidad de
las células HT29-MTX. Técnica de tincion con cristal violeta.

Controles
DMSO
Apigenina
Crisina
Luteolina
Daidzeina
Genisteina
Prednisolona
5-ASA

% Viabilidad

98,8+ 11,1
110,5 +4,7
98,7 +21,0
90,5 + 8,4
88,7+ 174
92,8+ 3,8
934+5,7
91,1 + 13,0

Los resultados se representan como la media + desviacion
estandar.No existen diferencias significativas
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1. 1. 3. Efecto de los flavonoides sobre la linea celular THP-1

Los macréfagos constituyen un tipo celular con un papel importante en la patologia de la
EIIl (Leon et al., 2006). Su participacion se traduce en gran medida en la secrecion de
citoquinas proinflamatorias, las cuales contribuyen de forma significativa a la respuesta
inflamatoria intestinal. Hemos seleccionado la linea celular THP-1 como modelo de
monocitos humanos y se ha estudiado el efecto de los flavonoides sobre la secrecion de
IL-1B, TNF e IL-6 inducida por LPS. Estas tres citoquinas desempefian un importante
papel en la fisiopatologia de la EII y sus niveles se encuentran elevados en la mucosa
inflamada (Mitsuyama et al., 1991; Sartor, 1994). Las cé¢lulas se estimularon con LPS (1
ug/ml) y PMA (1 uM) de acuerdo a lo descrito por Weiss y colaboradores (2004)
durante 24 horas, lo cual origina un incremento significativo de los niveles de estas
citoquinas. La mayoria de los flavonoides ensayados presentan un efecto inhibidor. Los

menos activos fueron la daidzeina y la hesperetina.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 12, 13 y 14. La Tabla 7 recoge la
ICso (concentracion que produce una inhibicion del 50%) de los flavonoides mas activos
junto con el efecto maximo. La luteolina a 100 uM produjo una inhibicidn casi total de
la secrecion de IL-1PB (99,8 + 0,2 %, Tabla 7 y Figura 12). Le siguieron la apigenina, la
diosmetina y la quercetina, con porcentajes de inhibicion de 97,8 + 0,4, 950 + 1,2y
93,5 £ 1,7, respectivamente. Debemos resaltar la mayor potencia de la apigenina, que a

25 uM mostr6 una eficacia de un 91.9%.

En el caso del TNF, el mas eficaz fue la luteolina, con una inhibiciéon maxima del 78,3 +
4,0 % y una ICsyp de 10 £ 6,6 uM. A continuacién, la apigenina, la diosmetina, y por
ultimo la quercetina, que alcanzé una inhibicion del 59,7 % a 100uM. El farmaco
control utilizado, la sulfasalazina, resulté mucho menos eficaz que los flavonoides

empleados, produciendo un efecto maximo inferior al 50%.
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Figura 12. Efecto de los flavonoides sobre la secrecion de IL-1pB en células THP-1 estimuladas con
LPS (1 pg/ml) y PMA (1 uM). Todos los grupos presentan diferencias significativas frente al
control sin estimular, *P<0,05, **P<0,01 frente a LPS.

Tabla 7. Efecto de la quercetina, apigenina, diosmetina y luteolina sobre la secrecion de IL-1f y TNF en THP-1

Quercetina Apigenina Diosmetina Luteolina
IC50 % Inh. IC50 % Inh. IC50 % Inh. IC50 % Inh.
(uM) (100 pM)  (uM) (100 pM)  (uM) (100pM)  (uM) (100 pM)

IL-1p 10,0£0,1 93,5+1,7 75+13  97,8+04 10,014 950+12" 20,0+9,5 99,8402
TNF  30,0+3,1 59,7+0,6° 300+1,1 674+73 10,0+1,9 649+98" 10,0+6,6 783+40"

Los resultados se representan como la media + desviacion estandar. En el porcentaje de inhibicion, *P<0,05,
**P<0,01 frente a las células control sin estimular.

Existen diferencias en la capacidad de inhibicion de estas dos citoquinas, siendo la de

IL-1B mucho mas sensible.
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Figura 13. Efecto de los flavonoides sobre la secrecion de TNF en células THP-1 estimuladas con
LPS (1 pg/ml) y PMA (1 uM). Todos los grupos presentan diferencias significativas frente al control
sin estimular, ¥*P<0,05, **P<0,01 frente a LPS.

En el caso de la IL-6, practicamente todos los flavonoides estudiados, excepto la
flavanona hesperetina, se mostraron activos. Los mas potentes resultaron ser la
apigenina, la diosmetina, la luteolina y la quercetina, que a 25 uM inhiben la secrecion
de IL-6 entre el 90 y el 100%, seguidos de la genisteina, con un porcentaje de inhibicion
del 82,8% a 25 uM (Figura 14). El control sulfasalazina inhibid la produccion de IL-6 en
un 31,6 % a 100 uM. Esto demuestra que los flavonoides no inhiben de forma general la

liberacion de mediadores inflamatorios, sino que existe cierta especificidad.
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Figura 14. Efecto de los flavonoides sobre la secrecion de IL6 en células THP-1 estimuladas con
LPS (1 pg/ml) y PMA (1 uM). Todos los grupos presentan diferencias significativas frente al
control sin estimular, **P<0,01 frente a LPS.

A diferencia de lo que ocurre con las células epitelilales, los monocitos, incluyendo las
células THP-1, presentan un comportamiento caracteristico al ser activados en virtud del
cual dejan de proliferar y desarrollan una capacidad muy aumentada para producir
citoquinas proinflamatorias y para fagocitar microorganismos y otras particulas, entre
otras propiedades. Asi, la estimulacion con LPS/PMA dio lugar a una reduccion del 73%
en la actividad de la succinato-tetrazolio reductasa, que es la enzima que reduce el WST-
1 y que se encuentra presente unicamente en células viables, esto es, metabdlicamente
activas. Este dato puede reflejar toxicidad celular, inhibicion de la proliferacion, o ambas

cosas.
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Figura 15. Efecto de los flavonoides sobre la actividad de la succinato-tetrazolio reductasa
en células THP-1. **P<0,01 con respecto al control sin tratar.

Todos los flavonoides ensayados redujeron el nivel de actividad metabdlica en igual o

menor medida que los estimulos aplicados (Figura 15). Las flavonas mostraron en

general una inhibicién mas pronunciada, siendo la de la apigenina, crisina y diosmetina

superior a un 70% a 100 uM.

Para diferenciar si el efecto de los flavonoides es sobre la proliferacion, o solamente

afecta a la viabilidad de las células, determinamos los valores de lactato deshidrogenasa

(LDH) en el medio de cultivo de células en contacto con los polifenoles, con y sin

estimulos (LPS/PMA). La LDH aparece en el medio de cultivo como consecuencia de la

lisis celular. Esta técnica no es tan sensible pero, junto a la determinacion de WST-1,
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puede dar una idea mas precisa de la toxicidad de los flavonoides a las concentraciones

utilizadas.

Tabla 8. Efecto de los flavonoides sobre la viabilidad de las células THP-1.

Actividad LDH.
Concentracion LDH (mU/ml) LDH (mU/ml)
(uM) Flavonoides con Flavonoides sin
estimulos estimulos
Controles 284,6 £ 2,4 258,723
DMSO 265,7 + 30,2 232,1+ 45
LPS + PMA 305,7 £ 56,5 272,6 £ 11,2
Kanferol 50 272,7+38,9 256,1+53
100 289,2 £ 20,2 253,4+2,6
Quercetina 50 2579 +334 258,0+2,8
100 327,1£70,7 2642127
Apigenina 50 2679+ 3,9 2799+ 1,6
100 254,1 £ 55,9 274,5+10,3
Crisina 50 283,7 £ 56,8 268,6 + 6,3
100 296,7+23,4 2653+ 12,1
Diosmetina 50 289,4 + 24,1 271,1 £ 12,5
100 272,2+ 21,0 273,3+£2,0
Luteolina 50 329,7+ 57,5 279,034
100 317,9 £ 24,1 267,7+ 10,1
Daidzeina 50 271,6 + 18,6 251,1+6,3
100 2409+ 1,6 2529+1,9
Genisteina 50 301,3+ 94,8 251,8 £ 14,6
100 286,5 £ 30,3 260,8 £ 1,5
Hesperetina 50 221,1+134 251,1 £ 11,1
100 287,0 £ 32,7 267,8 £4,1
Sulfasalazina 50 2749 +53 254,6 £ 5,2
100 336,5£9,8 250,3+6,2

Los resultados se representan como la media + desviacion estandar. No existen
diferencias significativas.

Los valores de LDH no se vieron modificados de manera significativa en las células
incubadas con los flavonoides en presencia o no de LPS/PMA, en comparacion con las
células sin estimular (Tabla 8). En resumen, debemos concluir que si bien algunos de los
flavonoides producen una inhibicion de la actividad mitocondrial de las células (Figura

15), este efecto no se asocia a una disminucion significativa de la viabilidad celular.
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Analizando los resultados obtenidos sobre la inhibiciéon de la produccion de mediadores
inflamatorios en monocitos humanos podemos decir que la estructura de flavona es la
que en general resulta mas activa. No obstante, se debe sefialar que en algunos casos, la
isoflavona genisteina y el flavonol quercetina han mostrado ser potentes inhibidores de
la secrecion de estas citoquinas. La flavanona hesperetina fue la menos activa en todos

los casos.

1. 2. Ensavyos en cultivos primarios

1. 2. 1. Efecto de los flavonoides sobre linfocitos aislados de bazo de raton

Los linfocitos T activan la respuesta inmune especifica e intervienen en el proceso
inflamatorio intestinal de manera muy activa, de forma que se sabe que bloqueando su
receptor (TCR) se previene la aparicion de colitis (Okamoto et al., 1999). Nos hemos
propuesto evaluar el efecto de los flavonoides sobre la produccion de IL-2, la principal
citoquina que constituye un factor de crecimiento autocrino de estas células, y sobre la

proliferacion de las mismas.
Efecto de los flavonoides sobre la secrecion de IL-2 en linfocito de bazo

Los linfocitos, a diferencia de los macréfagos, se encuentran en reposo en condiciones
normales y comienzan a proliferar y a activarse unicamente cuando existe estimulacion,
produciendo principalmente IL-2 como factor de crecimiento autocrino. La estimulacion
fue realizada con concanavalina A, un activador inespecifico del complejo TCR. A
diferencia de lo que se observd en otros tipos celulares, casi todos los flavonoides fueron

muy eficaces, dando lugar a una fuerte inhibicion de la secrecion de IL-2 (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de los flavonoides sobre la secrecion de IL-2 en linfocitos de bazo. Todos los
flavonoides y la sulfasalazina inhibieron de forma significativa la secrecion de IL-2 (**P<0,01 frente
al control (Con. A). Con. A : concanavalina A (5 pg/ml), Cs. A: ciclosporina A (0,1 pg/ml).

Efecto de los flavonoides sobre la proliferacion de linfocitos de bazo

Los flavonoides estudiados ocasionaron una fuerte inhibicidon, que en muchos casos es
virtualmente completa, de la proliferacion de estas células inducida por concanavalina
A, exceptuando el caso de la isoflavona daidzeina a 50 uM (pero no a 100 uM) y la
hesperetina a 100 uM (Figura 17). El control positivo utilizado, la sulfasalazina, origind
una inhibicion de la proliferaciéon de aproximadamente un 50% a la concentracion de

100 pM.
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Figura 17. Efecto de los flavonoides sobre la proliferacion de linfocitos inducida con concanavalina
A. Medida de incorporacién de 3[H]timidina marcada. En todos los casos P<0,05 frente a control
(Con.A). Con. A : concanavalina A (5 pg/ml), Cs.A : ciclosporina A (0,1 pg/ml).

El ensayo de reduccion metabolica del WST-1 mostrd un incremento significativo como
resultado de la estimulacion con concanavalina A, pero en mucha menor medida que el
efecto proliferativo. La ciclosporina A tuvo un efecto inhibidor significativo, pero
nuevamente menos marcado que la inhibicion casi total que se observa en la captacion

de timidina tritiada.

Todos los flavonoides reducen la actividad metabdlica hasta el mismo nivel o inferior al
que presentan las células control (sin concanavalina A), excepto la daidzeina, la
hesperetina, y la crisina a las concentraciones de 25 y 50 uM (Figura 18). Las flavonas

mostraron en general una inhibiciébn mas pronunciada, a excepcion de la crisina, que
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solo inhibi6 a 100 pM. Sélo la apigenina, la diosmetina y la genisteina redujeron la

actividad de la enzima hasta niveles inferiores que el control.
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Figura 18. Efecto de los flavonoides sobre la actividad de la succinato-tetrazolio reductasa en
linfocitos murinos. **P<0,01 frente al control estimulado con Con. A (concanavalina A). #P<0,05

frente al control sin estimular.
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1. 2. 2. Efecto de los flavonoides sobre macréfagos derivados de la médula 6sea

Los resultados obtenidos en células HT29, HT29-MTX y THP-1 demuestran el potencial
antiinflamatorio de los flavonoides. A continuacion abordamos el estudio de su efecto y
mecanismo de accidon en un modelo de cultivo primario de macrofagos derivados de la
médula oOsea de raton, los cuales presentan la ventaja de mantener intactos los
mecanismos del ciclo celular y por tanto representan un modelo mas fisioldgico que las

lineas celulares tumorales utilizadas hasta el momento.

Efecto de los flavonoides sobre la viabilidad y proliferacion de los macrofagos

dependiente de M-CSF

Los macréfagos proliferan en presencia del M-CSF. Para determinar el efecto de los
flavonoides sobre la respuesta a este factor utilizamos la medida de la incorporacion de
timidina marcada como indicador de la proliferacion celular, puesto que se ha
demostrado previamente que éste es un método valido que se corresponde con el
aumento del numero de células (Comalada et al., 2003). Basandonos en estos estudios
previos se selecciond la concentracion de 900 U/ml de M-CSF (correspondiente a 30%
del medio condicionado) para inducir la proliferacion de los macrofagos. La adicion de
los flavonoles (kanferol y quercetina) al medio de cultivo inhibid significativamente la
proliferacion de los macréfagos (Figura 19A). Este efecto fue concentracion-
dependiente, y la proliferacion se inhibié completamente a 50 uM. Ademas, se evaluo el
efecto del vehiculo (DMSO 0.1%) sobre la proliferacion, no observandose ningtn efecto

inhibidor (Figura 19 A).

La proliferacion en respuesta al M-CSF se redujo de forma concentracion-dependiente
en presencia de las flavonas (25 y 50 uM), siendo la diosmetina y la luteolina las mas
eficaces (Figura 19B). Por otro lado, el efecto de las isoflavonas fue menos importante

(Figura 19C): sélo la genisteina mostrd una inhibicion significativa a 50 uM.
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Figura 19. Efecto de los flavonoides sobre la
proliferacion de BMDM dependiente de M-
CSF. Las células fueron incubadas en presencia
de 900 U/ml de M-CSF en placas de 24 pocillos
con o sin flavonoides (25 y 50 uM). (A)
Flavonoles: kanferol y quercetina; (B) flavonas:
apigenina, crisina, diosmetina y luteolina; (C)
isoflavonas: daidzeina y genisteina; y la
flavanona hesperetina. Cada ensayo se llevo a
cabo por triplicado, y los resultados se
representan como la media + desviacion
estandar del porcentaje (%) de incorporacion
(Inc.) de timidina en comparaciéon con los
macréfagos no tratados con los flavonoides (*
p<0,05, ** p<0,01).

Finalmente, la incubacion de los macrofagos con la flavanona hesperetina solamente

inhibi6 la proliferacion a la concentracién de 100 uM (50% de la respuesta del control,

Figura 19C). Estos resultados sugieren que las flavonas y los flavonoles son mas

eficientes que las isoflavonas o flavanonas como inhibidores de la proliferacion de

macrofagos.

Existen estudios que indican un posible papel de los flavonoides como inductores de

apoptosis en diferentes cultivos celulares (Chen et al., 2005a; Chowdhury et al., 2005a;

Chowdhury et al., 2005b; Cui et al., 2005). Por ello decidimos examinar la influencia de
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los flavonoides sobre la viabilidad celular mediante la tincidén de las células con cristal

violeta (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de los flavonoides sobre la viabilidad de
los macrofagos. Técnica del cristal violeta.

Concentracion % Viabilidad con
(uM) respecto al control
Controles 100
Kanferol 25 106,4 £2,3
50 89,4 +10,7
100 -100,6 £ 0,1
Quercetina 25 94,4+ 10,7
50 84,6 £ 2,1
100 790+ 5,5
Apigenina 25 93,7+0,2
50 82,1+ 6,2
100 84,7+ 13,0
Crisina 25 100,2 £7,3
50 942+ 16,2
100 75,9+ 34
Diosmetina 25 85,077
50 97,6 £3,6
100 89,7123
Luteolina 25 87,1 £5,2
50 84,042
100 78,3 £ 1,0°
Daidzeina 25 1099 + 1,5
50 101,7+ 3,9
100 99,4+ 12,3
Genisteina 25 95,6 +7,7
50 90,6 £ 9,6
100 88,6 £1,1
Hesperetina 25 109,6 £ 12,0
50 100,6 + 11,8
100 109,7+ 1,4
Sulfasalazina 25 99,6 £ 3,2
50 102,3 +6,5
100 112,7 £ 28,2

Los datos se representan como la media + desviacion
estandar. *p<0,05 frente al control
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Transcurridas 24 horas de cultivo de los macroéfagos en presencia de varias
concentraciones de flavonoides (25-100 uM), se determind la viabilidad
espectrofotométricamente. Ninguno de los flavonoides ensayados redujo
significativamente la viabilidad de los macrofagos a 25 o 50 uM. Sin embargo, la
quercetina, crisina y luteolina mostraron una ligera reduccion de la viabilidad a 100 uM,

que en ningln caso supero el 30%.
Efecto de los flavonoides sobre la liberacion de TNF en macrofagos activados con LPS

A continuacién decidimos determinar el efecto de los flavonoides en la activacion de los
macrofagos inducida por LPS. Para ello los macrofagos se incubaron con los flavonoides
(25-50 uM) durante una hora y se midié por ELISA la presencia de TNF en el medio de
cultivo. Se observa un comportamiento similar a lo que ocurre en la linea monocitica
THP-1; sin embargo, parece existir una menor especificidad, ya que la mayoria de los

flavonoides inhibieron la secrecion de TNF, si bien en distinta medida (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto de los flavonoides sobre la liberacion de TNF en BMDM.

Flavonoide TNF (% Inhibicion)

Concentracion (uM) 25 50
Kanferol 17,113 533+3.1
Quercetina 76,1 +4,6" 975+3,7"
Apigenina 11,4+0,8 41,6 £ 1,5’;
Crisina 23,6 + 4,6 32,7429
Diosmetina 37,5+35 48,6+25"
Luteolina 859+09" 978+ 12"
Daidzeina 14,1+ 1,8 15,5+3,8
Genisteina 488 +53" 632+15"
Hesperetina 24,1+13 41,6 + 0,9*

Los resultados se expresan como % de inhibicion + desviacion estandar (* p<0,05,
** p<0,01; con respecto a las células no tratadas con flavonoides).

Asi, la daidzeina y la crisina mostraron sélo un ligero efecto inhibidor (<35%) que s6lo
fue significativo en el caso de la segunda, mientras que el kanferol, la apigenina, la

diosmetina y la hesperetina redujeron la secrecion de TNF en aproximadamente un 40-
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55% a 50 uM. La quercetina, luteolina y genisteina fueron los inhibidores mas eficaces
(>60% de inhibicion). El efecto inhibidor de la secrecion de TNF por parte de los tres
inhibidores mas activos (quercetina, luteolina y genisteina) se analizd empleando

concentraciones mas bajas (Figura 20).

La genisteina inhibe progresivamente la secrecion de TNF sin conseguir un bloqueo
total, mientras que la quercetina y la luteolina mostraron saturacion en la respuesta. Los
valores de ICs para la luteolina y la quercetina fueron 10,0 + 0,3 uM y 20,0 £ 0,6 uM,
respectivamente, y para la genisteina fue 30,0 = 0,9 uM. Estos resultados confirman que
luteolina, quercetina y genisteina inhiben la secrecion de TNF de forma concentracion-

dependiente, siendo las dos primeras mas potentes (Figura 20).

Figura 20. Efecto de los flavonoides genisteina,
quercetina y luteolina sobre la liberacion de TNF
inducida por LPS en BMDM. Las células recibieron
el tratamiento con el vehiculo (DMSO 0,1%) o los
i flavonoides (1, 10, 25, 50, 100 uM) durante 1 hora

'," previa a la estimulacion con LPS (10 ng/ml). A las
+'30.040.9 uM 24 horas se determind por ELISA la presencia de
TNF en el medio de cultivo. Los resultados se
expresan como la media + desviacion estandar del
porcentaje de secrecion de TNF en comparacion con
las células que no se trataron con los compuestos,
(n=3). Los valores de ICsy son 10,0 £ 0,3 uM para
1E-6 1E5 1E-4 la luteolina, 20,0 + 0,6 uM para la quercetina y 30,0

[Flav onoide] (M) + 0,9 uM para la genisteina.
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Efecto de los flavonoides sobre la expresion de iNOS en macrofagos activados con LPS

El 6xido nitrico (NO) estd involucrado en varios procesos biologicos, entre ellos la
inflamacion (Korhonen et al., 2005; Reinders et al., 2005a; Reinders et al., 2005b). El
LPS induce la expresion de iNOS en macrofagos y ésta se relaciona con la produccion
de NO (Xaus et al., 2000). Hemos analizado el efecto de los flavonoides sobre la
expresion de iNOS inducida por la incubacion de las células con LPS (10 ng/ml) durante

6 horas (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de (A) flavonoles, (B) flavonas, (C) isoflavonas y (D) flavanonas, sobre la expresion de
iNOS inducida por LPS en BMDM. Las células se trataron durante 1 hora con los flavonoides y después
se incubaron durante 6 horas con LPS (10 ng/ml). Los lisados celulares se procesaron para determinar la
expresion de iNOS por Western blot. La densidad relativa de las bandas se representa entre paneles,
siendo 1.00 el valor de referencia que corresponde al control (LPS). Estos experimentos se realizaron al
menos 3 veces. Quer (quercetina), Kanf (kanferol), Api (apigenina), Cris (crisina), Diosm (diosmetina),
Lut (luteolina), Gen (genisteina), Daid (daidzeina), Hesp (hesperetina).

Nuestros resultados muestran que el flavonol quercetina y las flavonas apigenina,
luteolina y diosmetina inhiben la expresion de iNOS a concentraciones bajas (<50 uM),
mientras que fueron necesarias concentraciones mas elevadas (100 uM) del flavonol
kanferol o de la flavona crisina para obtener dicho efecto (Figura 21A y B). La
flavanona hesperetina y las isoflavonas genisteina y daidzeina no ejercieron inhibicién

alguna sobre la expresion de iNOS, ni siquiera a 100 uM (Figura 21C y D).

86



Resultados

Efecto de los flavonoides sobre la fosforilacion de IxkB-o. inducida por LPS

Puesto que iNOS y TNF son dos genes regulados, entre otros, por el factor de
transcripcion NFkB (Beinke y Ley, 2004; Neurath et al., 1998) decidimos estudiar la
posible implicacion de dicho factor en el mecanismo de accion de los flavonoides. En
condiciones de reposo, el NF-kB permanece en el citoplasma de la célula unido a la
proteina inhibidora IkB-a. La exposicion de las células a estimulantes como el LPS
provoca la puesta en marcha de cascadas de sefializacion intracelular que producen la
fosforilacion y posterior degradacion de dicha proteina. Una vez que IkB-a se disocia
del complejo, el NF-kB se traslada al nucleo, donde se une a secuencias diana de DNA
especificas, promoviendo la transcripcion de diversos genes. En primer lugar se estudio

el intervalo temporal en el que podemos detectar la proteina fosforilada (Figura 22).

A LPS (10 ng/ml) )
Figura 22. Determinacion de IkBa-P. Western

0 5 10 30 60 Tiempo (minutos) blot. Los macrofagos se incubaron con LPS

(10 ng/ml) durante los tiempos indicados. A

— — e | IkB-0-P . g .y .
continuacion se procedio a la electroforesis de
03 100 117 124 125 las muestras en gel de agarosa. La densidad
e ) relativa de las bandas se representa entre
= S gy | O-oCUNA paneles, siendo 1.00 el valor de referencia que

corresponde al control (LPS)

Para determinar el papel de la fosforilacion de IkB-a en la activacion de los macréfagos
utilizamos la sulfasalazina, que es un inhibidor de NF-kB (Wahl et al., 1998; Yin et al.,
1998). La incubacion de los macrofagos con LPS (10 ng/ml) induce la fosforilacion de

IkB-a en la serina 32, como hemos determinado por Western blot (Figura 23A).
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Figura 23. Efecto de la sulfasalazina sobre la fosforilacion de IkBa (A) y la expresion
de iNOS (B) en BMDM. Western blot. La densidad relativa de las bandas se representa
entre paneles, siendo 1.00 el valor de referencia que corresponde al control (LPS).

La sulfasalazina inhibe parcialmente este proceso a 100 uM. Ademas, el tratamiento con
este farmaco inhibe también la expresion de iNOS tras 6 horas de estimulacion con LPS
(Figura 23B). Por otro lado, la sulfasalazina redujo la secrecion de TNF en un 30% a la

concentracion mas alta (Figura 24).

12000

% 9000
= 6000 ol .
% 2000 Figura 24. Efecto de la
- _ sulfasalazina (50 y 100 uM)
LPS (10 ng,mDO . . 4 sobre la expresion de TNF en
—— BMDM. ELISA
Suf @M) - — 50 100

La quercetina redujo la fosforilacion de IxkB-o de manera significativa a 10 uM y
especialmente a 50 uM (Figura 25A). De la misma forma, la apigenina, la diosmetina y
la luteolina produjeron inhibicion a 50 uM (Figura 25B), mientras que el kanferol y la
crisina mostraron un efecto menor. Las isoflavonas genisteina (Figura 25C) y daidzeina
(datos no mostrados) y la flavanona hesperetina (100 pM) no modificaron

significativamente la fosforilacion de IkB-a.
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Figura 25. Efecto de (A) flavonoles, (B) flavonas, (C) isoflavonas y (D) flavanonas sobre la fosforilacion
de IxkBa inducida por LPS en BMDM. Las células se trataron durante 1 hora con los flavonoides y
después se incubaron durante 10 minutos con LPS (10 ng/ml). Los lisados celulares se procesaron para
determinar IkBoa-P por Western blot. La densidad relativa de las bandas se representa entre paneles,
siendo 1.00 el valor de referencia que corresponde al control (LPS). Estos experimentos se realizaron al
menos 3 veces. Quer (quercetina), Kanf (kanferol), Api (apigenina), Cris (crisina), Diosm (diosmetina),
Lut (luteolina), Gen (genisteina), Hesp (hesperetina).

Reuniendo los datos de los apartados anteriores podemos decir que existe una
correlacion entre la inhibicion de iNOS y la inhibicion de la fosforilacion de IkB-a. Esto
sugiere que la ruta de activacion del NF-«B podria ser el mecanismo empleado por
algunos de los flavonoides para ejercer su efecto antiinflamatorio, a través de la
inhibicion directa de la fosforilacion de la proteina inhibidora IkB-a o de algiin proceso

de senalizacion anterior.
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Efecto de la luteolina y la quercetina sobre la secrecion de IL-10 inducida por LPS

La respuesta inflamatoria puede ser suprimida por la produccion de citoquinas
inmunomoduladoras como la IL-10 y el TGF-B (Coombes et al., 2005; Kishore et al.,
1999). Por ello, y dado que los macrofagos son importantes secretores de IL-10 (de
Waal Malefyt et al., 1991), decidimos investigar el efecto de los flavonoides mas activos
sobre la expresion de esta citoquina. Para ello, se llevo a cabo el pretratamiento de las
células con los flavonoides antes de ser activadas con LPS (10 ng/ml). La sulfasalazina

se utilizd como farmaco de referencia (Figura 26A).

Apigenina (uM) - - - 10 25 50
Sulfasalazina (M) — - 100 - - -
LPS (10 ng/ml)  — + + + + +
. BB IL-10

031 1.00 0.89 0.58 0.27 0.14

- o

B

Quercetina (M) - - - - - 1 10 25
Luteolina (uM) — - 1 10 25 - — -
LPS (10 ng/m)) - + + + + + + —

B R R S e e e | IL-10

012 1.00 137 203 071 162 135 156

-------- B-actina

Figura 26. Expresion del mRNA para la IL-10 en macrofagos tratados con apigenina, sulfasalazina (A),
quercetina o luteolina (B). La expresion se determind por RT-PCR semicuantitativa. Los geles que se
muestran son representativos de tres experimentos independientes. La densidad relativa de las bandas se
representa entre paneles, siendo 1.00 el valor de referencia que corresponde al control (LPS).

90



Resultados

Los macrofagos expresan IL-10 mRNA transcurridas 6 horas de la estimulacion con
LPS. La IL-10 también se detectd en los sobrenadantes celulares a las 24 horas de la
estimulacion (Figura 27). La adicion de apigenina (10, 25 y 50 uM) al medio de cultivo
previamente a la estimulacion con LPS inhibi6 la expresion de IL-10 mRNA de forma
concentracion-dependiente, mientras que el farmaco control no produjo ningiin cambio

en la expresion de IL-10 a 100 uM (Figura 26A) .

Los demas flavonoides presentaron en general un cierto efecto inhibidor o bien una
ausencia total de cambios, segin el caso (datos no mostrados). Por el contrario, la
quercetina y la luteolina incrementaron los niveles de IL-10 mRNA a 1 y 10 uM (Figura
26B). Este incremento se observd también a nivel proteico (Figura 27). Es importante
sefalar que el efecto de ambos flavonoides desaparece a medida que aumentan las
concentraciones, produciéndose incluso una inhibicion de la secrecion de IL-10 por

parte de la luteolina a 100 pM.
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Figura 27. Efecto de la quercetina, luteolina y
sulfasalazina sobre la secrecion de IL-10 inducida
por LPS. Las células fueron tratadas con el vehiculo

B % 600 (DMSO: 0.1% v/v) (datos no mostrados), los
S :gg flavonoides indicados (A) o sulfasalazina (Sulf) (B).

A 0 Transcurrida 1 hora, los macrofagos se estimularon

LPS 10 ngml - + + con LPS (10 ng/ml) durante 24 horas y se analizd

por ELISA el contenido en IL-10 en el medio de
Sulf (M) - - 100 cultivo. Los resultados se expresan como la media +
la desviacion estandar de la secrecion de IL-
10.#¥p<0,05, **p<0,01 con respecto al control
estimulado con LPS.
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2. Efecto de la administracion de quercitrina en un modelo de colitis experimental

in vivo

Una vez establecida la actividad de varios flavonoides in vitro, se seleccionaron la
quercetina, la luteolina y la genisteina para su ensayo in vivo. En primer lugar se llevo a
cabo el estudio del efecto de estos tres compuestos en un modelo de colitis experimental
inducido por la administracion intrarrectal del acido trinitrobencenosulfonico (TNBS) en
ratas. Sin embargo, el tratamiento de los animales con dosis de estos flavonoides
comprendidas entre 1 y 5 mg/kg por dia via oral no produjo mejora significativa del
dafio inflamatorio en ninglin caso (datos no mostrados). Nuestro grupo de investigacion
ha realizado anteriormente tratamientos de ratas con colitis inducida con TNBS
utilizando un heter6sido de la quercetina, la quercitrina (quercetina-3-L-ramndésido).
Este compuesto produjo una mejora de la colitis, lo que sugiere que la biodisponibilidad
de la genina puede jugar un papel muy importante (la quercitrina no tiene actividad in
vitro). Teniendo en cuenta los datos que hoy se conocen sobre la farmacocinética de los
flavonoides, es bastante probable que este heterésido permanezca intacto durante el
transito intestinal hasta su llegada al colon, donde sufriria hidrélisis por parte de las
bacterias que constituyen la flora colodnica, liberando la quercetina, que presumiblemente
es el componente activo. En este trabajo nos hemos propuesto verificar la validez de esta
hipotesis, utilizando el modelo de colitis experimental inducida con sulfato de dextrano

sodico (DSS).

Los animales expuestos a DSS en el agua de bebida experimentaron un aumento del IAE
(indice de actividad de la enfermedad), como se muestra en la Figura 28. Dicho indice
consta de una serie de apartados, cada uno de los cuales posee una puntuacion y, de
acuerdo a la misma, se evalta la eficacia de los tratamientos (Tabla 3 de material y
métodos). En los animales tratados con quercitrina (1 mg/kg/dia) se produjo un descenso
de este indice a partir del quinto dia; sin embargo no ocurrié lo mismo en el caso de la
quercetina, cuyos valores permanecieron practicamente como los de los animales sin

tratar.
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Figura 28. Evoluciéon del IAE durante el tratamiento. (Q) quercetina,
(QR) quercitrina (DSS) sulfato de dextrano.**P<0,01 frente a DSS
control.

El tratamiento con quercitrina produjo asimismo una reduccion de la actividad de la
enzima mieloperoxidasa colonica, ademas de una reduccion en los niveles de la enzima
iNOS, determinada por western blot, y de las citoquinas proinflamatorias IL-13 y TNF

(Tabla 11). Por el contrario, el tratamiento con quercetina no produjo efecto alguno.

Tabla 11. Determinacion de parametros proinflamatorios. Tratamiento con quercitrina in

VIvo

Blancos Control DSS DSS+Quercitrina
MPO(U/g tejido) 15.1+ 1.4 131.0£2.4 % 77.3+6.1"
IL-1B (pg/g tejido) ~ 497.4+63.9 1337.1+230.4 711.4+62.4 "
TNF (pg/g tejido) 191.1427.4 846.1493.5 * 241.7462.9 "
iNOS (U arbitrarias) 2864.5£703.6 7477.0+63.6 * 2791.7+733.0

Los resultados se expresan como valor medio + desviacion estandar (n=8) en todos los
casos exceptuando la medida de iNOS por WB, donde (n=3). #P < 0.005 frente a Blanco;
* P<0.005 frente a Control DSS.

Estos resultados apoyan la hipodtesis farmacocinética. Para corroborar esta hipotesis, se

sometid el heterdsido a una incubacion con bacterias del contenido colonico de las ratas
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con el fin de comparar in vitro los efectos de la quercitrina con los de su genina, la

quercetina, y con los del homogenado resultante de la fermentacion bacteriana.

Las muestras fecales (50 mg/ml) se incubaron en presencia de 5 mg/ml de quercitrina
(QR) durante los tiempos indicados y se analizaron por HPLC (Figura 29). Como se
observa en la grafica de la Figura 30, a partir de las 6 horas se empieza a detectar

quercetina (Q) y los niveles del heterdsido van descendiendo.
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. . o Figura 30. Cuantificacion del area de los
Figura 29. Fermentacion de quercitrina picos del histograma de HPLC. A partir de
por parte de la microflora intestinal. Las las 6 horas de fermentacion los niveles de
bacterias del intestino son capaces de quercetina liberada tras la hidrélisis de la
hidrolizar la quercitrina dejando libre la quercitrina son ya detectables.

genina quercetina. Histogramas de HPLC.

Para comprobar que la quercetina derivada de la fermentacion es igualmente activa, se

ensayo el efecto del homogenado fecal sobre la produccion de TNF, IL-13 ¢ iNOS en
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macrofagos estimulados con LPS. Como se observa en la Figura 29A y B, el fermentado

de quercitrina, que posee una concentracion de la genina de aproximadamente 50 uM, es

capaz de inhibir la produccion de TNF e IL-1 por parte de los macrofagos estimulados

con LPS. De igual forma, la quercetina y el fermentado produjeron un descenso en los

niveles de la proteina iNOS (Figura 29C).
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Figura 29. Ensayos del fermentado de
quercitrina. (A) medida de TNFo, (B)
medida de IL1fB, ambas por ELISA, y
(C) medida de iNOS por western blot.
Los resultados se expresan como la
media + desviacion estandar. El western
blot corresponde a un experimento
representativo de un total de tres.
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DISCUSION

La EII engloba a una serie de enfermedades de caracter cronico que afectan al tracto
gastrointestinal y cuya causa se desconoce, si bien se observa un consenso general en
torno a los factores que determinan la aparicion de esta enfermedad. Asi, parece que las
bacterias que interactuan de forma directa con la superficie epitelial, o que penetran a
través de una barrera defectuosa, activan a las células del sistema inmune. Entre ellas,
los macréfagos y las células epiteliales tienen un papel clave en la respuesta
inflamatoria. Entre sus funciones destaca su capacidad para producir citoquinas y otros
mediadores encargados de la defensa del organismo, y que en caso de inflamacion

cronica, no hacen sino agravar y mantener el proceso.

El objetivo general de esta tesis doctoral es la caracterizacion de la relacion estructura-
actividad de los flavonoides como agentes moduladores de la secrecion de mediadores
inflamatorios, con el objetivo ultimo de identificar los miembros de esta familia de
compuestos que puedan ser utiles en el tratamiento de la EII. Nuestra aproximacion a
este objetivo ha consistido en analizar el efecto diferencial de una serie de flavonoides
en varios modelos celulares in vitro, a través de la determinacién de la produccion de
citoquinas proinflamatorias (IL-8, TNF, IL-1B, IL-6) y antiinflamatorias (IL-10), asi
como la enzima iNOS. Ademas se ha estudiado el mecanismo molecular implicado,
prestando especial interés a la via de sefializacion regulada por el factor de transcripcion
NF«B. La seleccion de los flavonoides ensayados se ha basado en sus caracteristicas
como antioxidantes y su diversidad quimica, que nos permite establecer los

requerimientos estructurales involucrados en su actividad farmacologica.

Los modelos celulares empleados han sido lineas celulares establecidas, como las
células HT29 (colonocitos humanos), HT29-MTX (células caliciformes humanas), THP-
1 (monocitos humanos) y dos tipos de cultivos primarios: macréfagos diferenciados a

partir de células pluripotenciales de la médula 6sea y linfocitos de bazo, ambos
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procedentes de raton. Estos modelos representan los principales tipos celulares

involucrados en el proceso inflamatorio del intestino (Figura 30).
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Figura 30. Las células de la inflamacion. Esquema de las células implicadas
en el proceso inflamatorio que han sido utilizadas para los experimentos.

En relacion a los flavonoides y para establecer la estructura ideal hemos analizado
separadamente, en la medida de lo posible, la contribucién de distintos grupos

estructurales al efecto antiinflamatorio, principalmente:

- El doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C; presente en flavonoles,

flavonas e isoflavonas y ausente en flavanonas.
- El grupo OH en 3 propio de los flavonoles.
- Sustituyentes en las posiciones 3’ y 4’ del anillo B.

- Laposicioén iso del anillo B, propia de las isoflavonas.
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Tabla 12. Estructura quimica de los flavonoides estudiados.

Sustituyentes
Formula quimica Nombre 5 7 3 4’
Flavonoles
Kanferol OH OH H OH
Quercetina  OH OH OH OH
O Apigenina  OH OH H OH
0.
‘ | Crisina OH OH H H
Diosmetina OH OH OH OCH3;
0 Luteolina OH OH OH OH
Isoflavonas
0.
‘ | Daidzeina OH H H OH
‘ Genisteina OH OH H OH
0
Flavanonas
e
‘ Hesperetina OH OH OH OCH;
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1. Efecto de los flavonoides sobre células epiteliales

El epitelio intestinal constituye la primera barrera frente a los antigenos luminales
potencialmente patdogenos. Ademads, estas c€lulas tienen la capacidad de producir
quimioquinas de manera programada en respuesta a antigenos. Estas sustancias, entre las
que se encuentra la IL-8, provocan la extravasacion de leucocitos circulantes hacia la
mucosa, donde constituirdn una linea de defensa importante frente a los patdgenos
invasores. De hecho, la secrecion de citoquinas por el epitelio es suficiente para producir
inflamacioén intestinal in vivo (Ohtsuka et al., 2001). Como modelo de células epiteliales
coldnicas hemos utilizado la linea celular HT29, que produce grandes cantidades de IL-8

en respuesta al LPS.

En un principio la IL-8 (CXCLS) se describié como un importante agente quimiotactico
para neutrofilos, pero también lo es para otros leucocitos, como basoéfilos y células T. La
IL-8 puede ser producida tanto por células leucociticas como por células endoteliales,
epiteliales y fibroblastos. Numerosos ensayos in vitro revelan que en el intestino
inflamado la migracion de neutréfilos desde los vasos depende de la secrecion de IL-8
por parte de cé€lulas epiteliales. Pero la IL-8 por si sola no induce la penetracion de los
neutrofilos a través de la barrera epitelial hacia el lumen. Para esto es necesaria la
produccion de factores quimiotacticos adicionales como el PEEC (Pathogen Elicited
Epithelial Chemoattractant) por parte del epitelio (Kucharzik y Williams, 2002-2003).
La IL-8 es una quimioquina inducible, de manera que es dificilmente detectable en
células sin estimular. Sus niveles se elevan en respuesta a citoquinas proinflamatorias
como el TNF, la IL-1f, o estimulos como el LPS. Se une a dos tipos de receptores
(CXCR1 y CXCR2), induciendo la sintesis de distintas moléculas de adhesion (Strieter,
2002). Su produccién se regula sobre todo a nivel transcripcional, pero también
postranscripcional, y de forma distinta dependiendo del tipo celular. El promotor de IL-8
contiene secuencias diana de factores de transcripcion como el NFkB, AP-1 y CEBPf3

(también conocido como NFIL6), entre otros. La unién de uno de ellos, dependiendo del
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tipo celular, podria resultar suficiente para inducir la sintesis de IL-8, pero la
colaboracion de estos tres parece imprescindible para conseguir una induccién maxima

(Ben-Baruch et al., 1995).

Los flavonoides empleados produjeron un descenso de los niveles de IL-8, y los que
resultaron mas efectivos fueron la genisteina y la daidzeina, pertenecientes al grupo de
las isoflavonas, asi como las flavonas apigenina y luteolina. Si bien no hemos
examinado los mecanismos implicados en este efecto, podemos decir que no se debe a
una accion toxica sobre las células, ya que los flavonoides no presentaron efecto alguno

sobre la viabilidad celular.

Analizando la relacion estructura-actividad en este caso podemos decir que el doble
enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C es necesario para presentar actividad, puesto
que la hesperetina, que carece del mismo, resultd ineficaz. La menor actividad de los
flavonoles hace pensar que el OH en 3 propio de este grupo restaria actividad. La
presencia de sustituyentes en el anillo B es necesaria para el efecto, ya que la crisina no
result6 activa. Los resultados obtenidos apuntan a que un sustituyente es necesario, pero
dos no, ya que la apigenina y la luteolina resultaron igualmente activas. Por ltimo, la
posicion iso del anillo B incrementa la eficacia inhibidora de IL-8, ya que las isoflavonas

presentaron mas actividad.

Actualmente se estan realizando experimentos en nuestro grupo con el fin de dilucidar el
mecanismo de accion de los flavonoides estudiados sobre la expresion de IL-8 en las
c¢lulas HT29. En un primer momento, establecimos como hipdtesis que los flavonoides
podian actuar inhibiendo la via de activacion del factor nuclear kB. Sin embargo, a pesar
de que en bibliografia estd descrito que la sefal del LPS produce la activacioén de dicha
via (Abreu et al., 2001), no fuimos capaces de detectar un aumento de fosforilacion de
IkBa, ni migracion de la subunidad p65 al ntcleo. No podemos explicar el porqué de
este hecho, aunque es posible que los intervalos temporales utilizados no sean los

adecuados. Una aproximacion utilizada ha sido el uso de genes informantes "reporter".
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Las células HT29 presentan muchas dificultades para su transfeccion, por lo que se ha
empleado la linea celular epitelial de intestino delgado de rata IEC-18. En estas células
se observa un aumento de la actividad NF«B tras la estimulacion con LPS, por lo que
constituyen un buen sistema para evaluar el mecanismo de accién de los compuestos

objeto de estudio en esta tesis.

Se ha descrito en varios sistemas celulares que la activacion por LPS genera la
produccion de radicales libres que actuarian como segundos mensajeros en el proceso de
activacion del NFxB ((Park et al., 2004), lo cual nos lleva a plantear la importancia de
la actividad antioxidante de los flavonoides como posible causa del efecto observado.
Este es sin embargo un tema algo controvertido, puesto que ha quedado demostrado que
productos como la NAC (N-Acetil-L-Cisteina) o el PDTC (Pirrolidin Di-Tio-
Carbamato) inhiben la activacion de NFxB independientemente de su funcion
antioxidante (Hayakawa et al., 2003). En nuestro caso, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, podemos decir que las propiedades antioxidantes no son las mas importantes
en el efecto inhibidor, ya que la quercetina, el mas potente antioxidante de los
compuestos utilizados, tuvo menos actividad que las isoflavonas (daidzeina y genisteina)

y las flavonas (apigenina y luteolina).

A continuacion, y dentro de los ensayos con células del epitelio intestinal, utilizamos la
linea HT29-MTX como modelo de células productoras de moco para analizar el efecto
de los flavonoides sobre la secrecion de mucinas y factores “trébol”. Estas células crecen
formando una monocapa sobre la placa de cultivo, momento a partir del cual aumenta
progresivamente la secrecion de mucinas y factores “trébol”, alcanzando un maximo en
torno a las 2 semanas después de la confluencia. Las mucinas constituyen una barrera de
defensa frente a las agresiones procedentes del lumen, de forma que un debilitamiento
de la misma podria favorecer la entrada de antigenos luminales hacia la mucosa,
provocando una respuesta inflamatoria. Como ya hemos comentado, se ha asociado la
EII a una alteracion en la produccion de mucinas, tanto en la EC (Buisine et al., 2001),

como en la CU (Tytgat et al., 1996).
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El TFF3 pertenece a una familia de polipéptidos caracterizados por la presencia de al
menos una copia del motivo trébol, una estructura formada por tres puentes disulfuro en
un segmento de 40 aminodcidos (Faith et al., 2004). Existen tres factores “trébol”
distintos: TFF1, TFF2 y TFF3. Este ultimo se expresa principalmente en el tracto
gastrointestinal, concretamente en las células caliciformes, junto con las mucinas. Posee
una funcion protectora, curativa y supresora de tumores, asi como de lesiones en la
mucosa intestinal, por lo que las alteraciones en su expresion se han relacionado con
enfermedades cronicas como la EIl. Los ratones que sobreexpresan TFF3 son maés
resistentes al dafio intestinal (Marchbank et al., 2001) y los que carecen del mismo son

mucho mas susceptibles de padecer la enfermedad (Mashimo et al., 1996).

En los experimentos se han utilizado los flavonoides que presentaron mas actividad
inhibidora de la IL-8 y, entre ellos, la flavona luteolina es el tinico compuesto que ha
producido un aumento en la expresion del TFF3. El resto de mucinas estudiadas no se
modificé por accion de los flavonoides. Se ha demostrado que el TFF3 se encuentra
aumentado en la colitis experimental y éste parece tener un papel beneficioso (Daddaoua
et al., 2005; Gonzalez et al., 2004; Renes et al., 2002; Vestergaard et al., 2004). Dado
que el TFF3 interviene en procesos de mantenimiento y reparacion tisular, el aumento de
TFF3 que produce la luteolina podria prevenir el agravamiento de las ulceraciones

propias de la EII.
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2. Efecto de los flavonoides sobre monocitos humanos

En el intestino inflamado se produce un flujo continuo de monocitos desde la sangre a la
mucosa, donde se diferencian a macrofagos, pasando por distintos estados de activacion.
Las células THP-1 se han empleado como modelo de monocitos humanos. Estas células
producen diversas citoquinas proinflamatorias al ser estimuladas con LPS y PMA
durante 24 horas. El PMA se ha utilizado para promover su maduraciéon (Weiss et al.,
2004), si bien no se consigue con ello que adopten el fenotipo de macréfago maduro

propiamente dicho.

Los monocitos y macrofagos constituyen la fuente mas importante de TNF e IL-1J,
ambas implicadas en el inicio y mantenimiento de la respuesta inflamatoria y cuya
sintesis se regula tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional. Entre los
estimulos que aumentan la sintesis de TNF e IL-1p se encuentran los ligandos de los
receptores tipo "Toll" (TLRs), como el LPS, que se une al TLR4, ademas de las propias

citoquinas mencionadas, entre otras.

En las células THP-1 el LPS aumenta la secrecion de TNF promoviendo la migracion
nuclear del NFxB, junto con c-Jun y ATF-2, lo que favorece la union de éstos a su
promotor (Joyce et al., 2001). En situacion de reposo se puede detectar mRNA de TNF,
pero se mantiene de forma inactiva. El control de la degradaciéon del mRNA es un
importante mecanismo de regulacion postranscripcional, y esta influenciado por la
produccion local de citoquinas como la IL-4 y la IL-10, que desestabilizan el mRNA, o

el IFNy, que lo estabiliza (Makhatadze, 1998).

La IL-1B es sintetizada como un precursor que debe sufrir proteolisis por parte de la
caspasa 1 para generar la forma madura y activa. Ambos procesos estan sujetos a una
estricta regulacion. En la sintesis del precursor intervienen mecanismos que pueden ser
iniciados por la propia IL-1f o por TNF, PMA o ligandos de los receptores Toll, como

el LPS, y en los que interviene también el NFkB y otros factores de transcripcion como
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el AP-1, CREBP, NFIL6 o el NFBA. Sin embargo es necesario un segundo estimulo que
promueva la degradacion del precursor inactivo. De esta regulacion post-traduccional se
encargan, entre otros, el LPS, toxinas bacterianas o el estrés hipotdnico. Asi, el LPS
actia a ambos niveles, es decir, la activacion de la transcripcion del gen de IL-1,
aumentando los niveles del precursor, y la activacion moderada de la caspasa 1, sin ser
extremadamente eficiente en ninguno de ellos (Schumann et al., 1998). Nuestros
resultados muestran que la apigenina, la diosmetina, la luteolina y la quercetina
produjeron una inhibicidn superior al 50% a la concentracion minima ensayada (25 uM).
El estimulo empleado produce la fosforilacion de MAP quinasas y ERK 1/2, culminando
en la activacion del NFxB (Weiss et al., 2004). Es posible que los flavonoides actiien
inhibiendo estos mecanismos de transduccion de sefial. Comparando los porcentajes de
inhibicion de la IL-1 con los obtenidos para el TNF, y dado que ambas citoquinas estan
reguladas por mecanismos comunes, es posible que los flavonoides actien inhibiendo la
caspasa 1, lo que permitiria explicar el hecho de que se observe una mayor inhibicion en

la secrecion de IL-1f3 que de TNF.

En monocitos humanos (THP-1) los requerimientos estructurales para la actividad
inhibidora de la secrecion fueron practicamente idénticos para el TNF y la IL-1f. En el
primer caso los flavonoides mas eficaces fueron la luteolina y la diosmetina, seguidos de
la apigenina y la quercetina. La daidzeina y la hesperetina fueron los menos eficaces,
seguidos del kanferol. En la inhibicion de la IL-1P los flavonoides més activos fueron
las flavonas luteolina, apigenina y diosmetina y el flavonol quercetina. Analizando estos
resultados podemos concluir que el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 es necesario,
ya que la hesperetina resulta ineficaz. El OH en 3 resta cierta actividad inhibidora,
puesto que las flavonas fueron mas eficaces que los flavonoles. En cuanto al anillo B,
parece que en el caso de los flavonoles es necesaria la presencia de dos sustituyentes;
asi, la quercetina fue méas activa que el kanferol tanto en el caso del TNF como de la IL-
1B. En el caso del TNF ocurre lo mismo con las flavonas, ya que la luteolina es mas

eficaz que la apigenina, y la ausencia de uno de los hidroxilos en B o su sustitucion por
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un grupo metoxilo (es el caso de la diosmetina) resta eficacia. Sin embargo, para la IL-
1B, la ausencia de sustituyente en 3’ resulta beneficiosa, dado que la apigenina mostro
mas actividad que la luteolina o la diosmetina. Finalmente, la posicion iso del anillo B
reduce la actividad, puesto que la apigenina es mas eficaz que la genisteina.

Globalmente, la luteolina se comportd como el flavonoide més activo en los dos casos.

La IL-6 juega un importante papel en la induccion de la respuesta de fase aguda. Los
niveles de expresion normales son muy bajos, y se induce en caso de infeccion, trauma u
otro tipo de estrés. Se ha demostrado que los niveles de este mediador aparecen elevados
en la mucosa inflamada de pacientes con EIl (Mitsuyama et al., 1991), por lo que
consideramos interesante también evaluar el efecto de los flavonoides en su produccion.
Su activacion esta regulada por NF-kB, AP-1, NFIL6 y CREB. En la activacion por NF-
kB participan ERK 1/2 y p38. Es interesante asimismo destacar que la IL-6 es uno de los
mediadores proinflamatorios secretados por las células Thl7, recientemente
identificadas como subpoblacion de linfocitos T implicados en enfermedades
autoinmunes y en la EIl (Yen et al., 2006). Todos los flavonoides estudiados, a
excepcion de la flavanona hesperetina, se mostraron activos en la inhibicion de la IL-6.
Se ha descrito que el LPS activa a Jak2 y Stat5 y que esta activacion es necesaria y
exclusiva para la produccion de IL-6 y no de otras citoquinas (Kimura et al., 2005). Este
mecanismo diferencial podria explicar que los flavonoides estudiados sean mucho mas

activos en la inhibicion de IL-6 que en la de las otras citoquinas estudiadas.

En cuanto a los ensayos de toxicidad, ha quedado claro en los experimentos realizados
que los estimulos empleados producen cierto efecto nocivo sobre las células, pero este
no se ve aumentado en presencia de los flavonoides. Asi, el efecto antiinflamatorio es

consecuencia de un efecto especifico sobre los mecanismos intracelulares.
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3. Efecto de los flavonoides sobre linfocitos murinos procedentes de bazo

Los linfocitos se encuentran en reposo en condiciones normales y cuando se activan
producen IL-2, el principal factor autocrino de estas células, que estimula su propia
proliferacion. La IL-2 interacciona con su receptor especifico en la superficie del
linfocito induciendo la expansion clonal de linfocitos T efectores. Los niveles
plasmaticos tanto de la IL-2 como de su receptor soluble se encuentran aumentados en
los pacientes de EIl. También se ha detectado un aumento de su produccion en la
mucosa inflamada (Kountouras et al., 2004). Puesto que interviene en el desarrollo de la
respuesta inmunoldgica se podria pensar que una inhibicién de su sintesis resultaria
beneficioso para impedir el desarrollo del proceso inflamatorio. De hecho, se han
obtenido resultados positivos mediante la administracion de farmacos como la
ciclosporina A a pacientes de CU resistentes a los corticoides (Hanauer, 2004). La
ciclosporina A es un farmaco inmunomodulador que se une a la calcineurina,
bloqueando su actividad fosfatasa e inhibiendo asi las sefiales calcio-dependientes que
intervienen en la activacion del linfocito T, particularmente la secrecion de IL-2. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que la IL-2 tiene un papel fundamental también en la
promocion de células T reguladoras, encargadas del mantenimiento de la tolerancia
(Malek y Bayer, 2004), por lo que una inhibicion descontrolada de su produccion podria
dar lugar precisamente al efecto contrario al buscado. Se ha comprobado que, in vivo, la
IL-2 no es absolutamente necesaria para el desarrollo de la respuesta de células T, en
tanto que si es imprescindible para la promocion de células T reguladoras (Malek y

Bayer, 2004).

Para evaluar el papel de los flavonoides sobre la secrecion de este mediador se
obtuvieron linfocitos de bazo de ratones de la cepa Balb/C. Estas células se activan con
concanavalina A, que se une directamente al receptor antigénico, y tardan unas 24 horas
en comenzar a proliferar. Como resultado, producen grandes cantidades de IL-2 y otras
citoquinas. Hemos empleado la ciclosporina A como control positivo y la sulfasalazina

como farmaco de referencia. Los flavonoides estudiados produjeron una inhibicion casi
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total de la expresion de esta citoquina. Como ocurre con la IL-6, existe mucha menos
especificidad y lo mas destacable es que todos ellos resultaron igual o mucho mas
eficaces que la sulfazalazina. De hecho, aunque tanto ésta como la daidzeina y la
hesperetina inhibieron la produccion de IL-2 en torno a un 40% (P<0,001), el porcentaje
de inhibicién del resto de los flavonoides fue muy superior, cercano al 100% (Figura
16). Dado que no se han ensayado concentraciones inferiores, no es posible realizar una
estimacion de la potencia relativa de los flavonoides, aunque la eficacia es

indudablemente muy grande.

La sintesis de IL-2 esta regulada principalmente a nivel transcripcional. La activacion
del receptor de linfocitos T (TCR) produce la activacion de tirosin quinasas que ponen
en marcha un mecanismo dependiente de la fosfolipasa Cy (PLCy) y de la calcineurina
que culmina en la activacion de tres factores de transcripcion: NFAT (NFATcl y
NFATc2), NFkB y AP-1. Este proceso, no obstante, no es suficiente para que se consiga
la sintesis méaxima de IL-2; para ello es necesaria la sefial coestimuladora de moléculas

accesorias como el CD28.

Los flavonoides inhiben a numerosas quinasas compitiendo con el ATP por su sitio de
union (Hendriks et al., 2004; Middleton et al., 2000). Las quinasas estan implicadas en
un amplio nimero de procesos celulares, incluyendo la activacion y proliferacion, lo que
convierte a los flavonoides en compuestos con multiples dianas potenciales de actuacion
intracelulares. Como puede observarse, tanto los flavonoides como la sulfasalazina y la
ciclosporina A presentan una magnifica correlacion entre ambos, y el efecto conseguido

es muy significativo.

En relacion al ensayo de reduccion del reactivo WST-1, si interpretamos el resultado
obtenido como representativo del efecto de los flavonoides sobre la viabilidad de las
células, estariamos ante un hecho sorprendente, ya que cabria esperar un efecto nocivo
en su uso in vivo. Sin embargo, esto no es asi, como hemos demostrado con el éxito del

tratamiento con quercitrina de ratas con colitis experimental. Con el objetivo de
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profundizar en este punto, se llevaran a cabo estos experimentos con esplenocitos de rata
y con linfocitos de lamina propria en presencia de IL-2, para determinar si el efecto
antiproliferativo es per se, o derivado de la inhibicion de esta citoquina. Asimismo se
propone realizar la determinacion de la actividad LDH para obtener mas informacion

sobre el efecto nocivo y antiproliferativo.
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4. Efecto de los flavonoides sobre macrofagos murinos derivados de médula ésea

Los macrofagos proliferan en presencia de su factor de crecimiento especifico (M-CSF),
y cuando son activados por estimulos como el LPS, dejan de proliferar y adoptan un
fenotipo activado, caracterizado por cambios morfologicos y por la expresion de
citoquinas como TNF, IL-18 y otros mediadores como el NO (Xaus et al., 2001).
Ademéas, los macréfagos activados secretan IL-10, una citoquina antiinflamatoria que
posee la capacidad de inhibir la respuesta inmunologica in vivo (Jung et al., 2004).
Hemos decidido utilizar cultivos primarios de macréfagos porque, a diferencia de otras
lineas celulares inmortales, €éstos constituyen un mejor modelo para caracterizar los
mecanismos involucrados en la proliferacion, supervivencia y activacion celular (Xaus

et al., 2001). Para facilitar la discusion, los resultados se presentan en la Tabla 13

Tabla 13. Efecto de los flavonoides sobre la fisiologia de los macréfagos y andlisis de la
relacion estructura-actividad. Resumen.

Grupo Flavonoide Prolif TNF iNOS IkBo-P IL-10
Kanferol +++ ++ + + -
Flavonoles .
Quercetina +++ +++ +4+ +++ +++
Apigenina ++ ++ - ++ R
Crisina ++ + + + -
Flavonas . .
Diosmetina +++ ++ ++ ++ -
Lutteolina +++ +++ +H+ +++ +++
Daidzeina + + + + -
Isoflavonas L,
Genisteina + ++ + + -
Flavanonas Hesperetina + ++ + + +
3 —anillo B + + + + T
Grupos C=C; + + + + +
etructurales 3°,4° — OH ? + + 4 "
3-OH + + + + +

La magnitud del efecto se ha clasificado de forma semicuantitativa. La inhibicidn se muestra
como +/++/+++, excepto para la IL-10, donde +++ significa incremento y — significa inhibicion.
La ausencia de efecto se sefiala con +. La contribucion de los grupos estructurales se muestra
como + (positiva), - (negativa), + (irrelevante) o ? (desconocida).
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Nuestros datos demuestran que la mayoria de los flavonoides empleados poseen un
efecto antiproliferativo sobre los macrofagos, en buena medida independiente de un
posible efecto toéxico o proapoptdtico, dado que en los estudios de citotoxicidad con
cristal violeta, la viabilidad celular no se afecté a 50 uM ni a concentraciones inferiores.
Ademés, hemos demostrado que diferentes grupos de flavonoides (flavonoles y
flavonas) inhiben la produccion de TNF e iNOS, mientras que otros grupos (isoflavonas
y flavanonas) poseen un efecto inhibitorio minimo. Estos resultados sugieren Ia
existencia de una relacion estructura-actividad en lo referente al efecto de estos
compuestos sobre la fisiologia de los macréfagos. Hemos demostrado también que el
efecto inhibidor sobre la activacion de estas células esta relacionado, al menos en el caso
de la expresion de iNOS, con la inhibicién del factor de transcripcion NF«B, que se
activa como resultado de la estimulacion con LPS. Finalmente se ha demostrado que
solo la luteolina y la quercetina son capaces de inducir un aumento en la expresion de
IL-10 en los macréfagos, un efecto que puede resultar de gran interés para la actividad

antiinflamatoria in vivo.

La mayoria de los flavonoides ensayados tiene un efecto antiproliferativo significativo
sobre los macrofagos estimulados con M-CSF, pero los flavonoles y las flavonas son
claramente mas eficaces que las isoflavonas o flavanonas. En este caso, la posicion iso
del anillo B y la ausencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 parece estar
correlacionada negativamente con la actividad antiproliferativa. EIl NFxB est4 implicado
en mecanismos antiinflamatorios, pero ademds interviene en la supervivencia y
proliferacion celulares (Karin y Lin, 2002). Sin embargo, podemos descartar esta
posibilidad en nuestro modelo celular, ya que, si bien los flavonoides inhiben la
proliferacion inducida por M-CSF, no afectan a la viabilidad de los macrofagos a las
concentraciones utilizadas. Ademads, el NFkB no juega un papel fundamental en la
proliferacion de los macrofagos, puesto que la sulfasalazina, que inhibe el NFkB, a las

concentraciones utilizadas no afecta a la proliferacion.
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Analizando los efectos de los flavonoides sobre la activacion de los macréfagos,
observamos diferentes respuestas dependiendo del marcador utilizado (TNF o iNOS).
Asi, los flavonoides que poseen grupos hidroxilo en las posiciones 3’ y 4’ (quercetina y
luteolina) mostraron el mayor grado de inhibicidn de la secrecion de TNF, seguidos de
aquéllos con so6lo un hidroxilo en el anillo B (genisteina, kanferol, apigenina, diosmetina
y hesperetina), sin tener en cuenta la presencia del doble enlace C2-C3, el grupo
hidroxilo en 3 o la posicion iso del anillo B. La ausencia de grupos hidroxilo en el anillo

B parece acabar con el efecto inhibidor.

Los requerimientos estructurales con respecto a la iNOS difieren significativamente,
puesto que las isoflavonas y la flavanona son esencialmente ineficaces, lo cual sugiere
un papel determinante de la posicion del anillo B y del doble enlace entre C2 y C3. A
pesar de que el western blot es una técnica semicuantitativa, las flavonas parecen
resultar mas activas que los flavonoles. Entre las flavonas se requieren al menos tres
grupos hidroxilo para conseguir un efecto importante (apigenina, luteolina, diosmetina),
mientras que en el caso de los flavonoles se requiere un grupo hidroxilo extra
(quercetina). Resultados similares se han descrito para la apigenina, la luteolina y la

quercetina en células RAW 264.7 estimuladas con LPS (Kim et al., 1999).

La relacion estructura-actividad observada en macréfagos murinos derivados de médula
Osea difiere de la relacionada con la inhibicion de la proliferacionde células T inducida
por antigenos, en las que las flavonas son madas activas que los flavonoles y las
flavanonas (Verbeek et al., 2004). En nuestro modelo experimental no hemos podido
hacer esta generalizacion entre los grupos de flavonoides, dado que el flavonol
quercetina y la flavona luteolina fueron igualmente activos. Es importante tener en
cuenta que con los resultados obtenidos no podemos dar especial relevancia al grupo
hidroxilo en posicidon 3, que juega, segin bibliografia, un importante papel en diversas
propiedades de los flavonoides como la actividad antioxidante (ver mas abajo) o la

inhibicion de DNA topoisomerasas descrita por Constantinou et al. (1995).
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Una vez descritos los efectos de los flavonoides en la activacion (establecida por la
produccion de TNF e iNOS) y proliferacion de los macréfagos, pasamos al estudio de su
mecanismo de accion. La activacion de los macréfagos producida por la union del LPS a
su receptor TLR4 desencadena una cascada de fosforilaciones que conducen a la
activacion de factores de transcripcion y al aumento de la produccion de citoquinas e
iNOS. Algunos de los mecanismos implicados incluyen a la familia de las Src tirosin
quinasas, serin/treonin quinasas, protein quinasa A y C (PKA, PKC), MAPKs (mitogen-
activated protein kinases), protein quinasa B/Akt (PI-3K/Akt) y el factor de

transcripcion NFkB.

En esta tesis doctoral nos hemos centrado en el estudio del efecto de los flavonoides
sobre la via del NFkB, que estd implicado en la inmunidad innata y juega un papel
importante en la inflamacion, regulando la transcripcion de numerosos genes
proinflamatorios. Por ello, el bloqueo de su activacion constituye una diana terapéutica
en el tratamiento de la EII. En la tltima década han aparecido numerosos trabajos en los
que se estudia el papel de los flavonoides, de quercetina principalmente, sobre la
activacion de este factor nuclear. Entre los mecanismos descritos destacan la capacidad
de algunos de estos compuestos para inhibir a las quinasas IKK (Chen et al., 2005a;
Chen et al., 2005b; Dias et al., 2005), y la translocacién nuclear de las subunidades que
forman el factor activado (Li et al., 2005; Shukla y Gupta, 2004). En muchos de estos
estudios, este efecto se ha traducido en la inhibicion de la expresion de iNOS y de

citoquinas como el TNF o la IL-1f (Cho et al., 2003).

Nuestros resultados demuestran que so6lo la quercetina, la luteolina y la diosmetina
inhiben la fosforilacion de la proteina inhibidora IxBa. Por tanto, la correlacion entre la
interferencia en la ruta del NFxB y la inhibicion de la activacion de los macréfagos no
es perfecta, y existe una mejor correlacion con la expresion de iNOS que con la
secrecion de TNF. Esto ocurre también con la sulfasalazina, un inhibidor de NFxB, que
produce una inhibicion total de la expresion de iNOS y s6lo modesta en el caso del TNF.

Ademas, algunos de los flavonoides (quercetina, luteolina y genisteina) son mas eficaces
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que la sulfasalazina en la inhibicion del TNF. Esto sugiere que deben existir mecanismos
adicionales sobre los que actian los flavonoides. Las MAP quinasas son un grupo de
serin/treonin quinasas que en macrofagos se activan como resultado de la union del LPS
a su receptor TLR4, entre otros estimulos. Muchos estudios han demostrado que la
inhibicion de la activacion de ERK-1/2, INK y p38 afectan a la produccion de TNF en
macrofagos estimulados con LPS (Martin et al., 2005; Verbeek et al., 2004) y se ha
descrito que la luteolina inhibe su liberacion en células RAW 264.7 a través de | bloqueo

de ERK, p38 y CK2 (Xagorari et al., 2002).

Finalmente, puesto que esta establecido que la respuesta inflamatoria puede controlarse
con la eliminacion de células inflamatorias o a través de la liberacion de mediadores
antiinflamatorios enddgenos como la IL-10 y el TGF-f (Di Giacinto et al., 2005; Torre
et al., 2000), decidimos analizar el efecto de los flavonoides sobre la secrecion de IL-10
inducida por LPS en macréfagos. Hemos demostrado que la luteolina y la quercetina
estimulan la secrecion de esta citoquina. La diferencia del efecto de estos dos
flavonoides comparado con el de la apigenina y los otros compuestos constituye una
evidencia adicional de que el NFxB no es la unica via afectada por los flavonoides. La
expresion de IL-10 se induce a través de la activacion de INK, ERK 1/2, p38 y NFxB
(Nemeth et al., 2005). Aunque la IL-10 puede inhibir la secrecién de IL-18 y TNF, el
efecto ejercido por los flavonoides quercetina y luteolina en este sentido no debe estar
relacionado con este mecanismo, dado que la IL-10 en monocitos/macrofagos se induce

con posterioridad a las citoquinas mencionadas (Foey et al., 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, los flavonoides son ampliamente conocidos por
sus propiedades antioxidantes y antirradicalarias, las cuales podrian estar relacionadas
con su efecto antiinflamatorio y especificamente con la inhibicién del NFxB, ya que se
trata de un factor sensible al estrés oxidativo (Schoonbroodt y Piette, 2000). Las
caracteristicas estructurales que clasicamente se han considerado determinantes para la
capacidad antioxidante son la presencia de un grupo catecol en el anillo B, la presencia

de un grupo hidroxilo en posicion 3, y el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 (Silva et
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al., 2002). No podemos establecer una correlacion directa entre la actividad de los
flavonoides como inhibidores de iNOS y TNF y la estructura ideal como antioxidantes
en BMDM, ya que la quercetina y la luteolina constituyen los compuestos mas activos
en las dos categorias. Sin embargo, el kanferol es menos activo, a pesar de poseer gran
capacidad antioxidante. Por otro lado, la apigenina no posee gran capacidad
antioxidante, pero si importantes efectos antiinflamatorios in vitro (Silva et al., 2002).
Todo esto apunta a que las propiedades antioxidantes no ejercen un papel esencial en el

mecanismo antiinflamatorio de los flavonoides.

Reuniendo todos los datos, podemos decir que la luteolina y la quercetina son los
mejores candidatos como agentes antiinflamatorios in vivo, por su efecto inhibidor en la
expresion de TNF e iNOS, junto con su capacidad para aumentar la liberacion de IL-10.
Sin embargo, se han de tener en cuenta las caracteristicas farmacocinéticas de los

flavonoides antes de su uso in vivo.
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5. Efecto de la administracion de quercitrina en el modelo de colitis inducida con

sulfato de dextrano en ratas

El siguiente paso que nos planteamos fue evaluar la efectividad de estos compuestos
sobre la colitis inducida in vivo. Para ello existen diversos modelos animales que se

pueden clasificar en dos grupos:

- Modelos de colitis espontanea o inducida por manipulacion genética. Dentro de este
grupo encontramos los modelos transgénicos y con delecion génica (knock-out), como
los ratones deficientes en alguna citoquina (IL-10, IL-2, TGF-B), o de alguno de sus
receptores (IL-2R) (Bhan et al., 1999), las ratas portadoras del gen que codifica el alelo
HLA-B27 (Human Leukocyte Antigen B27), etc (Strober et al., 2002).

- Modelos de colitis inducida mediante la administracion (intracolonica, oral o
intramural en el tejido intestinal) de algiin compuesto que pueda ejercer un efecto toxico
directo, o bien una activacion de la respuesta inmunologica intestinal. En este grupo
encontramos, entre otros: (1) el modelo del TNBS, que consiste en la administracion
intracolonica de acido trinitrobencenosulfonico, agente que actia como un hapteno y
provoca una inflamacion transmural que se prolonga durante varias semanas con
caracteristicas similares a la enfermedad de Crohn en humanos, y (2) el modelo de
colitis inducida mediante la administracion de DSS en el agua de bebida. Este agente
produce un cambio en la barrera epitelial que provoca alteraciones en la permeabilidad
de la misma. Este altimo se utilizé para el ensayo de la quercitrina como tratamiento

antiinflamatorio.

En lineas generales todos los modelos desembocan en un proceso similar, capitaneado
bien por una respuesta inmunitaria del tipo Thl o bien Th2, o ambas (Dieleman et al.,
1998). Es importante sefialar que existen mas modelos experimentales de colitis que
emplean ratones y que en €stos se ha estudiado con méas detalle la respuesta inmune que

originan. Asi, aunque esté establecido que en el modelo de colitis inducida con TNBS en
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ratones la respuesta inmunoldgica es primordialmente de tipo Th1, no es tan definido en
ratas. De la misma forma, el modelo del DSS en ratones se caracteriza por una
combinacion de Thl y Th2 (Dieleman et al., 1998; Egger et al., 2000) y en ratas no esta
establecido. No existe el modelo perfecto, en tanto que ninguno reproduce con exactitud
las caracteristicas de la EII en humanos. Sin embargo si se pueden emplear para evaluar

aspectos concretos de la enfermedad o del farmaco que se pretende estudiar.

En experimentos iniciales realizados en nuestro laboratorio se utilizé el modelo de
colitis inducida por la administracion intracolonica de TNBS en etanol al 50%. El etanol
provoca la ruptura de la barrera epitelial, permitiendo el acceso del TNBS a la mucosa,
donde induce el proceso inflamatorio actuando fundamentalmente como hapteno
(Appleyard y Wallace, 1995;Morris et al., 1989). El tratamiento de los animales con las
geninas quercetina y luteolina no produjo mejora alguna en la inflamacion colénica
inducida por el TNBS. Sin embargo, en experimentos llevados a cabo en nuestro grupo
de investigacion, el tratamiento de animales coliticos con rutina (Cruz et al., 1998) y
quercitrina (Sanchez de Medina et al., 1996; Sanchez de Medina et al., 2002b), dos
heter6sidos de la quercetina, proporcionaron resultados satisfactorios anteriormente. Las
discrepancias con los ensayos in vitro, donde las geninas si mostraron un efecto
importante, se pueden explicar si consideramos al glucésido como un profarmaco que
llega intacto al intestino grueso donde, por accion de las bacterias intestinales, libera la
molécula activa (la quercetina), la cual ejerce su efecto de forma local. La mayoria de
los glucoésidos son resistentes a la hidrdlisis gastrica y llegan intactos al duodeno
(Manach et al., 2004). Solamente las geninas y algunos derivados glucosidicos pueden
ser absorbidos en el intestino delgado, mientras que los polifenoles unidos a una
molécula de ramnosa alcanzan el colon, donde son hidrolizados por accion de las
ramnosidasas de la flora coldnica. Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan esta
hipotesis. Hemos demostrado que la flora bacteriana del colon es capaz de hidrolizar la
quercitrina (Figura 31), y que la quercetina resultante es activa in vitro, de forma

equivalente a la quercetina pura comercial.
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OH OH

Figura 31. Estructura de la quercitrina.

Por lo tanto, las caracteristicas farmacocinéticas de las geninas quercetina y luteolina
pueden ser las responsables del fracaso del ensayo in vivo. En la actualidad no exiten
derivados ramnosidicos de la luteolina. Con el fin de superar los obstaculos
farmacocinéticos podria intentarse la administracion de dosis mas elevadas de la genina,
para contrarrestar las “pérdidas” que se producen por la absorcion intestinal, o bien se

podria plantear el disefio de un derivado ramnosidico de la luteolina.

En cuanto al mecanismo de accidon antiinflamatorio in vivo, se ha demostrado que la
quercitrina es capaz de reducir la expresion de iNOS en el tejido coldnico a través de la
inhibicion de la via del NFxB (Camuesco et al., 2004). Puesto que éste es un factor de
transcripcion sensible al estrés oxidativo (Schoonbroodt y Piette, 2000), y dadas las
propiedades antioxidantes de la quercetina, cabe pensar que éstas sean las responsables
de su capacidad antiinflamatoria. Sin embargo, en los experimentos realizados in vitro
ha quedado demostrado que este no es el unico mecanismo implicado en el efecto
beneficioso del flavonoide, ya que, como hemos apuntado anteriormente, el kanferol,
que posee caracteristicas antioxidantes resultdé menos activo, en tanto que la luteolina,
sin poseer el OH en 3, se comporté como un inmunomodulador potente. Esto apoya la
existencia de mecanismos alternativos implicados en el efecto antiinflamatorio de la

quercetina.
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CONCLUSIONES

1. Los flavonoides tienen efectos inmunomoduladores in vitro, concretamente en
enterocitos, macrofagos y linfocitos. Existe una relacion estructura-actividad definida en
los dos primeros casos, en tanto que los linfocitos se ven inhibidos por todos los

flavonoides ensayados.

.1. En enterocitos (HT29), el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 es necesario, y
la posicion iso del anillo B incrementa la actividad inhibidora de la produccion

de IL-8.

1.2. Los requerimientos estructurales necesarios para el efecto de los flavonoides
como moduladores de la secrecion de mediadores proinflamatorios en
macrofagos murinos derivados de médula dsea son: presencia del doble enlace
entre los carbonos 2 y 3 y de grupos OH en 5, 7, 3’ y 4°. Ademas, la quercetina y

la luteolina poseen la capacidad unica de estimular la produccion de IL-10.

2. Un mecanismo de accion implicado en la actividad de los flavonoides, sin descartar
otros posibles, es la inhibicion de la actividad NFxB a nivel de la fosforilacion de la

proteina inhibidora IkBa.

3. La quercitrina a la dosis de 1 mg/kg presenta efecto antiinflamatorio en el modelo de
colitis inducida con DSS en ratas mediante la liberacion en intestino grueso del

compuesto activo, la quercetina.
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Abreviaturas

AP-1 proteina de activacion 1

APC célula presentadora de antigenos

BAFF factor activador de células B

BMDM macrofagos derivados de médula o6sea "Bone Marrow Derived
Macrophages"

CD14, 28 "cluster of differentiation 14, 28 "

CK2 caseina quinasa 2

CRE elemento de respuesta al AMPc

CREB proteina de unién al CRE

COX ciclooxigenasa

CsA ciclosporina A

CU colitis ulcerosa

DMSO dimetilsulfoxido

DNA acido desoxiribonucléico

EC enfermedad de Crohn

EIl enfermedad inflamatoria intestinal

ERK quinasa regulada por estimulos extracelulares

DSS sulfato de dextrano sodico

IAE indice de actividad de la enfermedad

ICAM molécula de adhesion intercelular

IFNy interferon gamma

IxB inhibidor de NFxB

IKK quinasa de IkB

IL interleuquina

INOS oxido nitrico sintasa inducible

IRAK quinasa asociada al receptor de IL1

JAK quinasa jano

JNK c-jun, N-terminal kinase

LBP proteina de unién al LPS

LDH lactado deshidrogenasa

LOX lipooxigenasa

LPS lipopolisacarido

LT linfotoxina

LTB,4 leucotrieno B4

MAP proteina activada por mitdgenos

M-CSF factor estimulador de colonias de macréfagos
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MDA
MDP
MEKK3
MPO
NFAT
NF«B
NO
PAF
PKA
PKC
PLC
PMA
PPARy
RANKL
ROS
STAT
TAK-1
TCR
TGFB
TLR
TNBS
TNF
TRAF-6
VCAM
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malonildialdehido

muramil dipéptido

quinasa de la quinasa de MAP y ERK
mieloperoxidasa

factor nuclear activador de linfocitos T

factor nuclear kappa B

6xido nitrico

factor activador de plaquetas

proteina quinasa A

proteina quinasa C

fosfolipasa C

12-miristato, 13-acetato de forbol

receptor activado por proliferadores peroxisomales-gamma
ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B
especies reactivas del oxigeno

transductor de sefial y activador de la transcripcion
"TGFp activated kinase 1"

receptor de linfocitos T

factor transformador de crecimiento 3

Receptor tipo toll

acido trinitrobenceno sulfénico

factor de necrosis tumoral

factor asociado al receptor de TNF, 6

molécula de adhesion al endotelio vascular
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