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RESUMEN

Los neutréfilos representan cerca de 60% de los leucocitos, pertenecen a la primera linea de
defensa innata del organismo, participan en la reaccién inflamatoria y son efectores de la
inmunidad adaptativa. Diversos estimulos inducen su activacion, desencadenando variadas
respuestas como quimiotaxis, degranulacion, liberacion de EROS y citoquinas. Todos estos
procesos estan regulados por vias de sefializacion como las MAPK. Sin embargo, su inadecuada
activacion provoca dafio tisular y enfermedades degenerativas inflamatorias, siendo importante su
regulacion. Por ello el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de los extractos de frutos
maduros de C. candamarcensis en la fosforilacion de ERK1/2 y p 38 en neutrofilos humanos. Los
neutrofilos se aislaron mediante un gradiente de percoll y se estimularon con los extractos,
posteriormente se realizd la extraccion de proteinas y el analisis inmunoblot. Sumado a ello se
evalud el efecto de los extractos sobre la viabilidad de neutréfilos, y la actividad antioxidante del
macerado total mediante el método de ABTS. Inicialmente se ajustd el protocolo de inmunoblot
en variables como, la cantidad de proteina a cargar, el tiempo de corrida y el tiempo de revelado.
Se encontrd que el aceite vegetal de semilla no afecta la viabilidad de los neutrofilos y que
incrementa la fosforilacion de ERK1/2 y p 38 relacionado posiblemente a un efecto priming. En
cuanto al macerado total no se pudieron validar los resultados de su efecto sobre estas vias, debido
a que se presentaron inconvenientes con los controles de carga que no permitieron normalizar los
datos. En adicion se evidencio que el macerado no afecta la viabilidad de los neutrofilos y que

posee un potencial antioxidante.

Palabras claves: Carica candamarcensis, neutrofilos, ERK1/2, p 38, proteinas, inmunoblot.



ABSTRACT

The neutrophils represent about 60% of the leukocytes, they belong to the first innate line of
defense that the living organism has, they participate in the inflammatoy reaction and they are the
effectors of the adaptive immunity. Various stimuli lead to its activation triggering several
responses as quimiotaxis, degranulation, release of EROS and cytokines. All these processes are
regulated by signaling pathways like the MAPK. Nevertheless, its anadequate activation provokes
tissue damage and degenerative inflammatory illnesses, being important its regulation. Therefore,
the objective of this research was to evaluatethe effect of the ripe fruit of C. candamarcensis in the
phosphorylation of ERK1/2 and p 38 in human neutrophils. The neutrophils were isolated through
a gradient of percoll and they were stimulated with the extracts, subsequently, it was carried out
the extraction of proteins and the inmunoblot analysis. In addition, it was assessed the effect of the
extracts over the neutrophils viability, and the antioxidant activity of the total macerate through
the method of ABTS. Initially, the inmunoblot protocol was adjusted in variables like the quantity
of protein to load, the running time, the developing time, among others. It was found that the seed
vegetal oil does not affect the viability of the neutrophils that increases the phosphorylation of
ERK1/2 and p 38, probably, related to an priming effect. Regarding to the total macerate, the
results of its effects over the pathways, could not be validated due to some issues with the loading
controls wich do not allow to normalize the data. Additionally, it was evident that it does not affect

the viability of the neutrophils, and that it does not have a potential antioxidant.

Key words: Carica candamarcensis, neutrophils, ERK1/2, p 38, proteins, inmunoblot.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Neutrdéfilos: Cconocidos también como granulocitos polimorfonucleares, son los leucocitos mas
abundantes en el torrente sanguineo humano, pertenecen a la primera linea de defensa innata del
organismo contra patdgenos bacterianos y fungicos potencialmente dafiinos, ademas participan en
el desarrollo de la reaccion inflamatoria y son efectores de la inmunidad adaptativa (Pérez, 2008)

MAPK: Son una familia de proteinas quinasa serina /treonina altamente conservadas, que regulan
la respuesta de los neutréfilos frente a un estimulo, influyendo en procesos de quimiotaxis,
degranulacién estallido respiratorio, apoptosis, entre otros (Carus, 2014).

ERKZ1/2: son proteinas de serina /treonina quinasas (ERK1 p44 kDa y ERK2 p42 kDa) activadas
por sefiales extracelulares, qué en neutrofilos juega un rol importante en procesos como la
inflamacién, granulacion, quimiotaxis, adhesion celular, estallido respiratorio, apoptosis,
fagocitosis, entre otros, y puede ser activada por diferentes estimulos extracelulares como LPS,
fMLP, PAF y GM-CSF, TNF-a (Futosi, Fodor, & Mdcsai, 2013).

P 38: Son conocidas como proteinas quinasas activadas por estrés, en células con actividad
inflamatoria como los neutrofilos se encuentran las isoformas p38a y p385. Esta vias pueden ser
activada por condiciones de estrés en el medio celular, cumpliendo un rol importante en procesos
como adhesion, degranulacion, apoptosis, liberacién de IL8 y citoquinas proinflamatorias, entre
otros (Aleman, 2003; Mdcsai et al., 2000; Saenz, 2015).

Antioxidante: Son compuestos que se caracterizan por su capacidad de retardar o prevenir la
oxidacion de las moléculas. Durante las reacciones de oxidacién, una molécula quimicamente
estable transfiere un electron a un agente oxidante, produciendo una reaccion en cadena que
produce dafio celular. Las moléculas con actividad antioxidante finalizan la reaccion eliminado los
intermediarios de los radicales libres (Elejade, 2001).

Carica candamarcensis: Es una planta originaria de los Andes, que pertenece a la familia
Caricaceae y es comunmente conocida como chilacuan, papayo o papayuela de la montafia. Se
caracteriza por la presencia de latex con un elevado contenido de papaina, ademas sus frutos tipo
baya tiene un agradable sabor debido a su elevado contenido de azucares (Vidal, Finot, Mora, &
Venegas, 2009).

Western blot: Es una técnica analitica, ampliamente utilizada en biologia celular y molecular, que
permite la deteccion de una determinada proteina especifica en una muestra biologica de interés.
Para su deteccion se utilizan anticuerpos que reconocen la proteina mediante la especificidad de
unién entre antigeno y anticuerpo (Martinez-Flores et al., 2017).



ABREVIACIONES

Mg: microgramos
pg/mL: microgramos por mililitro

LPS: Lipopolisacarido

EROS: Especies reactiva de oxigeno

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos.
ERKZ1/2: Quinasas reguladas por sefiales extracelulares.
PI3K: Fosfatidil inositol 3 quinasa.

fMLP: N-formilmetionina-leucil-fenilalanina

PAF: Factor Activante Plaquetario

ABTS: 2,2-Azino-bis-3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico
PKC: Proteina quinasa C

IL: Interleuguina

NETs: Trampas extracelulares de neutréfilos

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa

HBSS + Ca*?: Solucién Salina Equilibrada de Hanks mas calcio
PBS: Buffer de fosfato salino

Trolox: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid



MT1: Macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis al 2,5 %

MT2: Macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis al 1,25 %
MT3: Macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis al 0,625 %
AV1: Aceite vegetal de semillas de frutos maduros de C. candamarcensis 2:100
AV2: Aceite vegetal de semillas de frutos maduros de C. candamarcensis 1:100

AV3: Aceite vegetal de semillas de frutos maduros de C. candamarcensis 0,5:100
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1. INTRODUCCION

Los neutréfilos también conocidos como granulocitos polimorfonucleares, representan cerca
de 60% de los leucocitos circulantes en el torrente sanguineo humano (Pérez, 2008), pertenecen a
la primera linea de defensa innata del organismo contra patdgenos bacterianos y fungicos
potencialmente dafiinos, ademéas participan en el desarrollo de la reacciéon inflamatoria y son
efectores de la inmunidad adaptativa. Se forman y maduran en la médula 6sea, donde producen
compartimientos intracelulares que almacenan proteinas (péptidos antimicrobianos, enzimas
proteoliticas, etc.) que seran Utiles una vez salgan al torrente sanguineo y migren a los diferentes
tejidos para encontrar, capturar y fagocitar microorganismos (Borregaard, Sgrensen, & Theilgaard-

Monch, 2007).

Diversos estimulos y procesos infecciosos provocan la liberacion y posterior migracion de los
neutrofilos al sitio afectado, tal es el caso de los lipopolisacaridos (LPS) presentes en las
membranas de las bacterias Gram-negativas, los cuales estimulan el neutréfilo y desencadenan
complejos procesos de activacion celular, que incluyen la liberaciéon de granulos intracelulares,
liberacion de elevados niveles de mediadores pro inflamatorio, citoquinas, moléculas de adhesion
celular que modulan la migracién y adhesién de neutrofilos, fagocitosis de microorganismos,
produccidn de especies reactivas de oxigeno (EROS), liberacion de trampas extracelulares (NETS),
quimiotaxis, entre otros (Chakravortty & Kumar, 1998; Trentini et al., 2014). Todos los procesos
de respuesta de los neutrdfilos estan regulados por la activacion de complejas vias de sefializacion
celular, en donde estd involucrada una molécula receptora que reconoce los estimulos y una

efectora que desencadena la cascada de sefializacion (Mdcsai et al., 2000; Segal, 2005).
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Para el reconocimiento de una invasion microbiana los neutréfilos expresan un gran nimero de
receptores en su superficie celular, incluyendo receptores acoplados a proteinas G, receptores de
Fc, receptores de citoquinas, receptores tipo Toll, entre otros, la activacion de estos conduce a
programas especializados anteriormente mencionados que permiten contrarrestar la infeccion
(Futosi et al., 2013; Segal, 2005). Las vias de sefializacion MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinases o Proteinas quinasas activadas por mitdgenos) son una de las méas estudiadas en
neutrofilos, estas juegan un rol importante en la traduccion de sefiales que regulan la supervivencia
y apoptosis. La via ERK1/2 o quinasa regulada por sefial extracelular, puede ser activada por N-
formil-metionil-leucil-fenilalanina (fFMLP), factor activador de plaquetas (PAF por sus siglas en
ingles Platelet-Activating Factor), factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF por sus siglas en inglés Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor), factor
de necrosis tumoral a (TNF-a por sus siglas en ingles tumor necrosis factor a), LPS. Ademas,
regula diferentes procesos como degranulacion, adhesion celular, estallido respiratorio, regulacion
de la apoptosis, quimiotaxis, fagocitosis (Futosi et al., 2013). Por otro lado, la via p38 MAPK
puede ser activada por estimulos externos, fMLP, LPS, etc. Esta via cumple un rol importante en

procesos de adhesion, degranulacion, apoptosis, entre otros (Mocsai et al., 2000).

Sin embargo aunque la participacion de los neutréfilos es fundamental en la defensa del
hospedero contra infecciones bacterianas y fangicas, su inadecuada activacién también puede
provocar dafio tisular y el desarrollo de diversas enfermedades degenerativas inflamatorias, como

formacion de aneurismas, artritis reumatoide y aterosclerosis, también se ha relacionado con el
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desarrollo del cancer debido a que puede conducir a una proliferacion celular descontrolada

aumentando la probabilidad de errores en la replicacion (Castafieda, 2010; Pérez, 2008).

En la actualidad es de gran interés el estudio de sustancias presentes en las plantas con
capacidad de regular la activacion de diferentes células inmunoldgicas. En el estudio realizado por
Lee y colaboradores en 2010 se demostré que el pretratamiento o postratamiento con luteolina
presente en Lonicera japonica tiene efectos beneficiosos en la regulacion de la lesion pulmonar
aguda inducida por lipopolisacarido, debido a que inhibe la afluencia de leucocitos en el pulman,
ademas atenua el estallido respiratorio y la quimiotaxis de neutrofilos inducida por fMLP,
posiblemente por el bloqueo de las cascadas de sefializacion relacionadas con la via MEK/ERK y
PI3K/Akt. (Del inglés phosphatidylinositol 3-kinase) Por otra parte, los flavonoides presentes en
el cacao (Theobroma cacao) modulan algunas vias de sefializacion que se activan al ser
estimuladas por LPS como la MAPK lo que lleva a una disminucién en la liberacion de EROS

(Kenny, Shu, Moritoki, Keeny, & Gershwin, 2009).

Es de particular interés para el grupo de salud publica de la Universidad de Narifio, continuar
los estudios con Carica candamarcesis puesto qué evidencias demuestran que el extracto acuoso
y aceite esencial de la pulpa de frutos maduros de C. candamarcensis no poseen efecto mutagénico,
genotoxico y citotoxico, aunque recomiendan realizar mas estudios para descartar dafios
relevantes en el ADN (&cido desoxirribonucleico) (Mena et al., 2011), ademéas la fraccion
proteolitica P1G10 del latex de esta planta ejercerse un efecto inmunomodulador que ayuda a
combatir efectivamente la infeccion bacteriana de Salmonella tiphymurium incrementando la

supervivencia de los ratones a la infeccion (Ralph et al., 2014).
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En la actualidad no se conoce el efecto que tienen los extractos del fruto maduro de esta planta
en la regulacion de la activacion de los neutrdfilos, es por ello que en el presente estudio pretende
evaluar si el macerado total y el aceite de semillas del fruto maduro de C. candamarcensis
disminuyen la fosforilacion de ERK1/2 y p38 (MAPK) en neutrofilos aislados de sangre periférica,
de ser asi se contribuiria al conocimiento biol6gico de C. candamarcensis en la regulacion de
neutréfilos, y de un posible valor terapéutico adicional. Con base en lo anterior se plante6 la
siguiente pregunta de investigacion ¢Cuél es el efecto del macerado total y aceite de semillas de
frutos maduros de C. candamarcensis en la fosforilacion de ERK1/2 y p38 (MAPK) en neutrdfilos

aislados de sangre periférica estimulados con LPS de E. coli 055.B5?
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2. JUSTIFICACION

Las plantas cumplen un papel fundamental en el diario vivir del hombre, quien las ha utilizado
como fuente de alimento, materia prima para la elaboracion de vivienda y vestido, entre otras. De
igual manera se han empleado de forma empirica para combatir problemas de salud, debido a que
sus multiples compuestos aparentemente producen efectos fisioldgicos importantes, haciéndolas
atiles para el tratamiento de diferentes patologias humanas. Por esta razén muchos estudios se han
centrado en las propiedades terapéuticas de diferentes plantas que permitan la fabricacion de
productos alimenticios 0 medicamentos alternativos para el tratamiento de diversas patologias

(Castro, 2006).

En la actualidad uno de los enfoques de gran interés es el estudio de extractos vegetales que
posean algun efecto regulador de las vias de sefializacion de diferentes células inmunoldgicas
como los neutréfilos, debido a que modulan las respuestas de estos frente a un estimulo. Las vias
de sefalizacion ERK 1/2 y p38 MAPK han sido ampliamente estudiadas debido a que juegan un
papel fundamental en los mecanismos de respuesta oxidativos, quimiotaxis, formacion de NETs y
apoptosis, por lo que su inadecuada activacion esta relacionada con la excesiva liberacion de EROS
y otros mediadores quimicos que provocan dafio tisular y posterior desarrollo de enfermedades
inflamatorias y autoinmunes, ademas fallas en la ruta ERK 1/2 han sido relacionadas con la
progresion de tumores (Futosi et al., 2013; Maocsai et al., 2000), razon por la cual investigaciones
relacionadas con mecanismos de regulacion de estas vias son de gran importancia, como es el caso
de los compuestos luteolina y flavonoides que son capaces de regular la activacion de distintas

vias de sefializacion (Kenny et al., 2009).
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C. candamarcensis es una planta originaria de los Andes, que se caracteriza por la presencia de
la enzima proteolitica papaina que es utilizada para ablandar carne y curtir de pieles. Su céscara y
la pulpa se utilizan para eliminar hematomas como también para mejorar afecciones digestivas,
ademas posee actividad mitogénica. Sumado a ello investigaciones realizadas han demostrado que
la fraccion proteolitica P1G10 obtenida del latex estimula la proliferacion de diferentes lineas
celulares como L929 (tejido conectivo de raton) y BHK-21 (rifion de hamster dorado) lo que
posiblemente esta asociado al incremento de la actividad de la via ERK 1/2 MAPK (Gomes et al.,
2005; Silva et al., 2003), adicionalmente se determind que la misma fraccion del latex de esta
planta ejercerse un efecto inmunomodulador, ademas estimula la proliferacién y circulacion de
neutrofilos, sugiriendo una probable relacion con la activacion de ERK 1/2 (Ralph et al., 2014).
Por lo anteriormente dicho existe una elevada posibilidad de que el macerado total y aceite de
semilla de frutos maduros de C. candamarcensis posean también un efecto inmunomodulador de
las vias de sefializacion MAPK especificamente ERK 1/2 y p38 en neutrdfilos, de ser asi se estara
avanzando en el conocimiento del potencial bioldgico de esta planta, que permitira a futuro el
desarrollar un nuevo producto alimenticio o farmacéutico para el tratamiento de algunas
enfermedades, como también la generacion de beneficios econdmicos para la comunidad agricola

pues se consolidara como una planta de interés comercial.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Neutrofilos

Los neutrdfilos también conocidos como leucocitos o granulocitos polimorfonucleares,
representan cerca del 60% de globulos blancos circulantes en el torrente sanguineo humano,
(Pérez, 2008), pertenecen a la primera linea de defensa innata del organismo contra patdgenos
bacterianos y fungicos potencialmente dafinos, ademas participan en el desarrollo de la reaccion
inflamatoria, son efectores de la inmunidad adaptativa, y estan implicados en el mantenimiento

de la homeostasis del organismo (Gabelloni et al., 2013).

Los neutrofilos se forman y maduran en la médula 6sea, a partir de células madre
pluripotenciales alli localizadas. Su desarrollo se da a través de 2 fases, la primera es mitética, en
ella las células maduran de mieloblastos a promielocitos y mielocitos, mientras que en la segunda
fase no mitética se desarrollan a metamielocitos, neutréfilos encayado y finalmente neutréfilos
maduros. Durante este proceso han adquirido antigenos de superficie y al menos 3 tipos de
granulos citoplasmaticos: azuréfilos o primarios que contienen mieloperoxidasa, proteinas
cationicas, defensinas; granulos secundarios o especificos que contienen lisozima, lactoferrinas,
gelatinasas, receptor de fMLP que se expresan en lamembrana; y granulos terciarios que contienen
gelatinasas, lisozimas. Todo esto es de gran utilidad para los neutréfilos una vez salgan al torrente

sanguineo y migren a los diferentes tejidos para encontrar, capturar y fagocitar microorganismos
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(Barbieri Petrelli, Flores Guillén, & Vignoletti, 2005; Borregaard et al., 2007; Gabelloni et al.,

2013).

Diversos estimulos y procesos infecciosos provocan la liberacion y posterior migracion de los
neutrofilos al sitio afectado, tal es el caso de las quimiocinas liberadas por macrofagos o factores
quimiotacticos provenientes de patdégenos como los lipopolisacaridos presentes en las membranas
de las bacterias Gram-negativas (Barbieri Petrelli et al., 2005; Pifiol & Paniagua, 1999). Su
activacion inicialmente incrementa la expresion de moléculas como selectinas e integrinas que
modulan y facilitan la adhesion al endotelio del capilar y su posterior extravasacion y acumulacion
en el tejido diana, donde desencadenan complejos procesos de activacion celular que incluye,
exocitosis de granulos intracelulares, liberacion de citoquinas, fagocitosis de microorganismos,
produccidn de especies reactivas de oxigeno, formacion de trampas extracelulares (NETS), entre
otros. Ademas, el LPS induce la produccién de IL-8 en otras lineas celulares que no pertenecen al
sistema inmunitario y que influyen en la activacién de neutrofilos (Chakravortty & Kumar, 1998;
Patifio, 2009; Trentini et al., 2014). En presencia de una reaccién inflamatoria o proceso infeccioso
los neutréfilos pueden sobrevivir hasta 2 dias, en ausencia de estos estimulos mueren por apoptosis

pocas horas después de su liberacion al torrente sanguineo (Macsai et al., 2000).

Los neutréfilos son una de las principales lineas de defensa del hospedero, para ello utilizan
diversas vias 0 mecanismos de respuesta que les permiten contrarrestar procesos infecciosos
causados por lesiones o por patdgenos bacterianos y fungicos los cuales se resumen a continuacion

(Mocsai et al., 2000; Toro, 2009).
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3.1.1 Mecanismos dependientes de oxigeno

Se caracterizan por la produccion de intermediarios reactivos de oxigeno generados por la
reduccién parcial del oxigeno molecular, proceso conocido como estallido respiratorio, uno de los
mas conocidos es el complejo multienzimatico NADPH (por sus siglas en inglés nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) oxidasa (Trevani et al., 2004). En un neutrofilo en reposo este
complejo esta inactivo, debido a la separacion de sus componentes, ya que tres se encuentran en
el citosol (p40PHOX pATPHOXy p67PHOX) y dos como proteinas de membrana (gp91PH0Xy p22PHOX)
conocidas como citocromo bssg. Cuando un estimulo activa la enzima los componentes citosolicos
migran a la membrana donde se asocian con el citocromo alli presente, lo que da lugar al complejo
NADPH oxidasa activo que produce el anion superoxido (027). Generalmente este anidn por su
bajo potencial oxidante e inestabilidad no cumple un rol importante en el ataque oxidativo sobre
patdgenos, sin embargo constituye el principal sustrato para la formacion de intermediarios
reactivos de oxigeno a través de reacciones espontaneas o con la participacion de enzimas (Segal,

2005; Toro, 2009; Trevani et al., 2004; Trevani, Zwirner, Geffner, & Fainboim, 2005).

Las especies reactivas de oxigeno atacan a los microorganismos mediante la lisis al degradar
enlaces no saturados, desnaturalizar proteinas, dafiar sitios hemo de diferentes enzimas, oxidar los
acidos nucleicos, entre otros mecanismos. En neutrofilos las vias de sefializacion MAPK cumplen

funciones de vital importancia en la regulacion de este tipo de respuestas (Patifio, 2009).

3.1.2 Mecanismos independientes de oxigeno
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Los mecanismos independientes de oxigeno incluyen diferentes enzimas con actividad
microbicida contenidas en los granulos citoplasméticos cuya principal funcién es la destruccién o
digestion de microorganismos potencialmente dafiinos dentro del fagolisosoma a pHs

generalmente &cidos (Borregaard et al., 2007).

En los granulos primarios se almacenan moléculas con actividad microbicida como las
defensinas que combaten patdgenos al insertarse en sus membranas y afectar el flujo i6nico; la
proteina bactericida que aumenta la permeabilidad de la membrana afecta a bacterias Gram-
negativas induciendo el reordenamiento de sus lipidos al unirse con los LPS presentes en ella
generando un dafio tisular letal (Peakman & Vernagi, 2011). Los granulos secundarios contienen
moléculas receptoras preformadas qué incrementan la especificidad de la respuesta una vez
liberadas en las membranas del neutrofilo, como receptores de complemento y activados por fMLP
(R-fMLP), ademéas contienen proteinas como lactoferrina que capta hierro inhibiendo el
crecimiento bacteriano (Peakman & Vernagi, 2011; Toro, 2009). Los granulos terciarios
almacenan principalmente gelatinasas como metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) la cual
degrada la matriz extracelular facilitando la migracion de neutrofilos al tejido afectado y
finalmente vesiculas secretoras que se caracterizan por un alto contenido de proteinas con actividad

fosfatasa (Larocca, Moreno, Garmendia, & De sanctis, 2010).

3.1.3 Formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NETs del inglés Neutrophil

extracellular tramps)
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La formacion de NETs es un mecanismo de defensa del hospedero contra microbios y virus
poco conocido, se trata de estructuras extracelulares en forma de red compuestas por fibras de
cromatina nuclear (ADN e histonas) combinada con proteinas de los granulos (enzimas
proteoliticas y péptidos antimicrobianos) las cuales son liberadas minutos después de la activacion
del neutrofilo, ocasionando su muerte debido a la pérdida del material nuclear. Es una respuesta
innata de gran importancia que inmoviliza y destruyen microorganismos impidiendo su
propagacion, sin embargo, su inadecuada regulacién puede desencadenar diferentes patologias
como la formacion de trombos (Kumar, Abbas, & Aster, 2013; Toro, 2009). La liberacion de
NETs es producida por la activacion de receptores especificos que al ser estimulados desencadenan
una cascada de sefializacién mediada por la proteina quinasa C (PKC), la via ERK %2 y la

formacion de EROS (Vélez, Rocha, Arias, & Lopez, 2016).

3.2 Sefnalizacion en neutréfilos

Todos los procesos de respuesta de los neutrofilos estan regulados por mdltiples interacciones
entre moléculas qué desencadenan complejas vias de sefalizacién celular, en donde esta
involucrada una molécula receptora que reconoce los estimulos y una efectora que desencadena la
cascada de sefializacion. Existen diferentes tipos de receptores expresados en las membranas de
estas células como, receptores Fc, receptores de citoquinas, receptores acoplados a proteinas G,
moléculas de adhesion como integrinas y selectinas /ligandos de selectina, receptores tipo Toll,

entre otros, los cuales normalmente tienen la capacidad de diferenciar entre las moléculas
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expresadas por patdgenos y las de su hospedero, permitiéndoles reconocer invasiones microbianas

o el desarrollo de procesos inflamatorios (Futosi et al., 2013; Segal, 2005).

Mediante las vias de sefializacion se transmite y se amplifica informacion proveniente de
diferentes estimulos intra y extracelulares, la cual es conducida de la membrana al citoplasma y
posteriormente al nacleo donde regulan la expresion génica y actividad metabdlica dependiendo
de las necesidades de la célula (Carus, 2014; Segal, 2005). Sin embargo, la inadecuada activacion
de las vias de sefializacidn en neutréfilos puede desencadenar respuestas exacerbadas provocando
inflamacién crénica y dafio tisular que son caracteristicas claves de diferentes patologias humanas
como, aneurismas, artritis reumatoide, aterosclerosis, cancer, enfermedades cardiovasculares,

formacion de trombos, etc. (Castafieda, 2010; Pérez, 2008).

En neutrdfilos las vias de sefializacion MAPKSs, son de gran interés, debido a que estas
normalmente estimulan la division celular, sin embargo, como estas son células maduras que no
se dividen cumplen funciones diferentes como la regulacion de la apoptosis, degranulacion, etc.

(Segal, 2005).

Las MAPKs son proteinas serina treonina quinasa altamente conservadas que pueden ser
activadas por la unién de factores estimulantes de diferente naturaleza (citoquinas, fMLP, LPS,
PAF, TNF-a, etc.) a sus correspondientes receptores, lo que promueve la cascada de sefializacion
mediante la fosforilacion de residuos tirosina- treonina especificos (proceso que se realiza

mediante la adicion ordenada de fosfatos a tirosina y luego a treonina) de las MAPKK quinasas
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(MAPKKK, MKKK o MAP3K) posteriormente estas activan las MAPK quinasas (MAPKK,
MKK o MAP2K), qué finalmente fosforilan la MAPKSs. Una vez activadas, las MAPKSs pueden
actuar fosforilando una gran cantidad de proteinas a manera de transcripcion, lo que conduce
finalmente a la expresion de diversos genes y productos metabolicos que modulan la respuesta de
los neutrdéfilos (Burboa, 2012; Johnson & Lapadat, 2002). Las proteinas fosfatasas de las MAPKSs
regulan su actividad, debido a que eliminan los residuos fosfato desactivando el neutréfilo, lo que

permite la recuperacion de la homeostasis celular (Carus, 2014).

Entre las proteinas pertenecientes a la familia de las MAPKSs se encuentran las proteinas
quinasas reguladas por sefiales extracelulares ERK 1/2 y p38 las cuales se explican a continuacion

(Burboa, 2012).

3.2.1 Via de sefializacién ERK 1/2 MAPK

ERK 1/2 MAPK son una familia de proteinas de serina /treonina quinasas (ERK1 p44 kDa y
ERK2 p42 kDa) qué en neutrdfilos juega un rol importante en procesos como la inflamacién,
granulacién, quimiotaxis, adhesion celular, estallido respiratorio, apoptosis, fagocitosis, entre
otros, y puede ser activada por diferentes estimulos extracelulares como LPS, fMLP, PAF, GM-

CSF y TNF-a (Futosi et al., 2013).

Durante la activacion de esta via los receptores presentes en la superficie del neutr6filo son

activados por un estimulo generando una sefial que es transmitida mediante diferentes mecanismos
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a Ras GTPasas (abundantes en la membrana plasmatica) las cuales reclutan y activan mediante
fosforilacion, homodimerizacion o heterodimerizacién las proteinas Raf-1 y BRaf (Rafs
MAPKKK), qué a su vez transmite la sefial a MEK 1/2 (MAPKK) fosforilando sus dos residuos
de serina, finalmente esta fosforila los residuos treonina serina del dominio treonina-acido
glutdmico-tirosina (Thr-Glu- Tyr) de ERK 1/2 (MAPK) permitiendo el paso de la sefial a diferentes
sustratos localizados en organulos celulares, citoplasma o ndcleo desencadenando asi respuestas
especificas dependientes del estimulo inicial. El estudio de mecanismos que permitan modular esta
via son de gran interés debido a que investigaciones indican que fallas en ella favorecen la

progresion de tumores (Burboa, 2012; Séenz, 2015).

3.2.2 Via de sefializacion p38 MAPK

La via p38 MAPKSs también conocida como proteinas quinasas activadas por estrés, comprende
cuatro isoformas de 38 kDa p38a, p38p, p38y y p389, en células con actividad inflamatoria como
los neutréfilos se sintetiza principalmente p38a y p386. Esta familia de proteinas puede ser
activada por condiciones de estrés en el medio celular, como también por citoquinas inflamatorias
y factores estimulantes como LPS, fMLP, PAF, TNF-a, cumpliendo un rol importante en procesos
como adhesion, degranulacion, apoptosis, liberacion de IL8 y citoquinas proinflamatorias,

quimiotaxis, estallido respiratorio, etc. (Aleman, 2003; Mdcsai et al., 2000; Sdenz, 2015).

Generalmente durante la activacion de esta via participan una gran variedad de MAPKKKSs

como MLKS, MEK1-4 y ASK1/2 las cuales activan las MAPKKs MEK3, MEK4 y MEKG6 que
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finalmente fosforilan a p38. p38 genera una gran variedad de respuestas bioldgicas frente a un
determinado estimulo debido a que estas dependen del sustrato fosforilado, como también del sitio
en donde se realice este proceso (citoplasma, ndcleo u otros organulos). Esta via ha sido utilizada
como posible diana terapéutica en el tratamiento de diferentes enfermedades como artritis, por sus
funciones en los procesos inflamatorios en los que estan involucradas células como los neutrdéfilos

(Aleman, 2003; Burboa, 2012; Rubel, 2012; Saenz, 2015).

3.3 Extractos vegetales en la regulacién de enfermedades inmunoldgicas

En la actualidad es de gran interés el estudio de extractos vegetales que tengan capacidad de
regular la activacion de vias de sefializacion en células inmunoldgicas como los neutrofilos, debido
a que modulan las respuestas de estos frente a un estimulo determinado. A continuacion, se
mencionan algunas investigaciones que demuestran la importancia de los compuestos presentes en

las plantas en la regulacién de estos procesos:

Han-Chieh et al. (2007) encontraron que el extracto de etanol de Evodia rutaecarpa y sus cuatro
componentes bioactivos (deshidroevodiamina, evodiamina, rutaecarpina y sinefrina) tienen
actividad antiinflamatoria que podia explicarse por su potencial para inhibir la produccion de
EROS dependientes de NADPH oxidasa en células como los neutrofilos. Por otro lado, los
extractos de Barleria lupulina y Clinacanthus nutans también poseen efectos antiinflamatorios
debido a que inhiben de manera dependiente de la concentracion la liberacién de mieloperoxidasa

y elastasa, la produccion del anidn superoxido y la quimiotaxis de neutréfilos inducida por fMLP,
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posiblemente por que disminuye la actividad de estas células al bloquear diferentes vias de

sefializacion (Wanikiat et al., 2008).

Estudios previos demostraron que los flavonoides presentes en plantas como Ginkgo biloba y
Theobroma cacao modulan la activacion de algunas vias de sefializacion que se desencadenan al
ser estimuladas por LPS como las MAPKSs, ocasionando una disminucion en la liberacion de EROS

en células fagociticas como los neutréfilos (Kenny et al., 2009; Pincemail et al., 1987).

Lee et al. (2010) demostraron que el pre y postratamiento con luteolina presente en Lonicera
japonica posee efectos beneficiosos en la lesion pulmonar aguda inducida por LPS en ratones,
debido a que disminuyd la permeabilidad del pulmén y la afluencia de leucocitos a este, sumado a
ello atenudé el estallido respiratorio y la quimiotaxis de neutrdfilos inducida por fMLP,
posiblemente porque blogueo las cascadas de sefalizacion relacionadas con MEK/ERK y

PI3K/AKkt vias claves en la activacion de este tipo de células.

En el estudio realizado por Zhou et al. (2014) se demostrd que el pretratamiento con el
dibenzociclooctadieno lignano Schisantherin A aislado de la planta Schisandra sphenanthera tiene
potentes efectos protectores sobre el sindrome de dificultad respiratoria aguda inducido por LPS
en ratones, principalmente porque redujo la actividad de la mieloperoxidasa en células inmunes y
el namero total de neutrofilos y macrofagos en el fluido bronquioalveolar, ademas mejord
notablemente los cambios histopatoldgicos posiblemente porque disminuyo los niveles TNF-a,

interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1p (IL-1p). Schisantherin A también redujo la activacion de
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las vias NF-«xB (nuclear factor kappa B o Factor nuclear kappa B), ERK, JNK ( c-Jun N-terminal
kinase o Quinasa N-terminal jun) y p38 inducidas por LPS en neutrdfilos debido a que

posiblemente bloqueo la fosforilacion de los sustratos involucrados en el proceso.

Lo anterior revela la importancia de los extractos vegetales en la regulacion de la actividad de
células inmunes, lo cual es de gran interés debido a que en paises como Colombia existen un gran
numero de especies que han sido poco o no estudiadas y que pueden tener un gran potencial
terapéutico (Castro, 2006). C. candamarcensis es una planta andina que posee diversas
propiedades etnobotanicas muchas de las cuales han sido comprobadas experimentalmente, sin
embargo, hacen falta investigaciones que consoliden estos atributos y puedan hacer de ella una

planta de interés industrial brindando a futuro un beneficio a la sociedad.

3.3.1 Carica Candamarcensis Hook. F. (1875)

C. candamarcensis (sinénimos: Vasconcellea pubescens, Carica pubescens) pertenece a la
familia Caricaceae y es comunmente conocida como chilacuan, papayo o papayuela de la montafa.
Es una planta originaria de los Andes que se distribuye en forma natural desde Panama hasta
Bolivia entre los 2000 y 3000 msnm y como cultivo llega hasta el centro-sur de Chile, siendo
cultivada principalmente en localidades costeras protegida contra vientos y heladas (Vidal et al.,

2009).
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Esta planta se caracteriza por la produccion de latex el cual contiene un elevado contenido de
papaina que es una enzima proteolitica ampliamente expandida en el mercado debido a su facil
extraccion, purificacion y produccion, ademas de su gran estabilidad y naturaleza no especifica
que le permiten degradar diferentes proteinas favoreciendo su uso farmacéutico en el tratamiento
de verrugas, mechas, amigdalitis, gripe, gastritis, traumas o inflamaciones producidas por lesiones,
preparados para descongestionar las vias respiratorias, elaboracion de laxantes y suavizantes
faciales, asi mismo también se usa con fines industriales en la clarificacion de cerveza, curtido de

pieles, entre otros (Teixeira, Ribeiro, Gomes, Lopes, & Salas, 2008; Vidal et al., 2009).

Sus frutos de agradable sabor debido a su elevado contenido de azucares son consumidos
directamente y utilizados principalmente en la elaboracion de jugos, mermeladas y conservas
(Vidal et al., 2009), sumado a esto estudios demuestran que el latex de esta planta posee actividad
mitogénica in vivo e in vitro ayudando en el mejoramiento de quemaduras, ademas contiene

proteasas que pueden ser usadas en la extraccion y purificacién de ADN (Mena et al., 2011).

3.3.1.1 Antecedentes del tema, potencial terapéutico de Carica candamarcensis Hook. F.

(1875)

Existen antecedentes que demuestran la importancia terapéutica de los extractos de C.
candamarcensis; Estudios previos han demostrado que la fraccion proteolitica P1G10 aislada del
latex de esta planta estimula la proliferacion de las lineas celulares L929 (tejido conectivo de

raton), BHK-21 (rifion de hamster dorado) y MDa-MB231 (adenocarcinoma de mama de mujer)
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lo que posiblemente esta asociado al incremento de la actividad de la via ERK 1/2 MAPK (Gomes
et al., 2005; Silva et al., 2003). Sin embargo, es importante estudiar la participacion de estos
extractos en la activacion de estas vias en otros tipos de células, debido a que, por los procesos de

especializacion las respuestas producidas pueden ser diferenciales.

Mena et al. (2011) comprobaron que el extracto acuoso y aceite esencial de la pulpa de frutos
maduros de C. candamarcensis no poseen efecto mutagénico, genotdxico y citotdxico, aunque es

importante realizar mas estudios para descartar dafios relevantes en el ADN.

Por otro lado, Ralph et al. (2014) demostraron que la fraccion P1G10 del latex ejercerse un
efecto inmunomodulador que ayuda a combatir efectivamente la infeccion bacteriana causada por
Salmonella tiphymurium en ratones incrementando su probabilidad de supervivencia, ademas
estimula la proliferacién y circulacion de neutrofilos y leucocitos, relacionado posiblemente con

un incremento en la activacion de la via ERK 1/2.

Lemos et al. (2018) encontraron que la fraccion CMS-2 derivada de P1G10 de C.
candamarcensis, modula la expresion de proteinas relacionadas con varios eventos celulares
importantes en el proceso de metastasis celular, como la proliferacion, supervivencia y motilidad
del melanoma metastasico B16-F10 y el melanocito Melan-a, lo cual indica una actividad

antimetastasica de esta fraccion, ubicandola en la categoria de agente anticancerigeno.
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Por lo mencionado anteriormente es de particular interés seguir los estudios con el macerado
total y aceite de semillas de frutos maduros de esta planta, pues podrian tener un posible efecto
inmunomodulador importante en la disminucion de la activacion de las vias de sefializacion MAPK
(ERK 1/2 y p38) que juegan un rol importante en la respuesta de los neutrdfilos frente a
determinados estimulos, que a futuro permitira el tratamiento de diferentes patologias relacionadas

con estas Vvias.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

v' Determinar el efecto de los extractos de frutos maduros de C. candamarcensis en la
fosforilacion de ERK1/2 y p38 (MAPK) en neutrdfilos aislados de sangre periférica estimulados

con LPS de E. coli 055:B5.

4.2 Obijetivos especificos

v Ajustar el protocolo base para realizar un analisis inmunoblot de proteinas ERK1/2

y p38 MAPK de neutrofilos humanos en las instalaciones de la Universidad de Narifio.

v" Evaluar el efecto del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis en la
fosforilacion de ERK1/2 y p38 (MAPK) en neutrdéfilos aislados de sangre periférica estimulados

con LPS de E. coli 055:B5

v' Evaluar el efecto del aceite de semillas de frutos maduros de C. candamarcensis en
la fosforilacion de ERK1/2 y p38 (MAPK) en neutrdfilos aislados de sangre periférica

estimulados con LPS de E. coli 055:B5.
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5. METODOLOGIA

5.1 Disefio experimental

Para evaluar el efecto de los extractos de frutos maduros de C. candamarcensis en la
fosforilacion de ERK1/2 y p38 (MAPK) se trabajé con 4 x 10° neutréfilos por tratamiento,
resuspendidos en 500pL de medio HBSS + Ca ?* (Hank's Balanced Salt Solution) y con 3
concentraciones de macerado total 2,5 (MT1), 1,25 (MT2) y 0,625% (MT3) (con respecto al
volumen final) 3 de aceite de semilla 2:100 (AV1), 1:100 (AV2) y 0,5:100 (AV3) UL aceite de
semilla/ pL de medio. Se realizaron dos tipos de pruebas con los extractos, en la primera, los
neutrofilos se incubaron durante 5 minutos a 37 °C para acondicionarlos al medio, posteriormente
se incubaron con cada uno de los extractos en las diferentes concentraciones durante 15 minutos.
En la segunda prueba, los neutréfilos se acondicionaron al medio, luego se incubaron con cada
uno de los extractos en las diferentes concentraciones durante 5 minutos, seguidamente se adiciono
5ug/mL de LPS de E. coli 055.B5 y se estimulé durante 10 minutos. Para ambos casos la reaccion
se detuvo por centrifugacién a 12000 g durante 1 minutos, después se procedid al aislamiento de

proteinas totales y finalmente se realiz6 un analisis inmunoblot.

Cada ensayo se realizo por triplicado con muestras extraidas de individuos diferentes, en
aquellos casos en los que la desviacion estandar fue muy amplia se incremento a 5 repeticiones;
ademas, se contd con un control negativo con HBSS Ca*? y un positivo en el cual se estimularon

con LPS deE. coli 055.B5 Spg/ul. (Khan et al., 2017).
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El detalle de los métodos utilizados para dar cumplimiento a los 3 objetivos planteados se

describen a continuacion.

5.2 Recoleccién de los frutos maduros de C. candamarcensis

La obtencion de las muestras de frutos maduros de C. candamarcensis Hook. f. (1875), se
realiz6 mediante un muestreo aleatorio simple a partir de cultivos caseros de zonas rurales del
municipio de Pasto departamento de Narifio. Para ello se recolectaron al azar frutos maduros de
tamafio variable en por lo menos 12 arboles, verificando que tuvieran una coloracion uniforme y
que estuvieran libres de patdgenos. Posteriormente se empacaron en bolsas plasticas y se

almacenaron a 4 °C para su transporte a las instalaciones de la Universidad de Narifio.

5.3 Obtencidén de extractos de frutos maduros de C. candamarcensis

Inicialmente los frutos maduros de C. candamarcensis se lavaron con solucion de hipoclorito
de sodio al 2% para eliminar agentes contaminantes, luego se trabajé las siguientes metodologias

para la obtencién de cada uno de los extractos, asi:

e En el caso del macerado total (MT) los frutos se pesaron y se fragmentaron en trozos

pequefios para facilitar su maceracion en capsula de porcelana. El extracto obtenido se
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centrifug6 a 1000 g durante 30 minutos, y se recupero el sobrenadante que se filtré en
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF por sus siglas en ingles) de 0,45um
(Santa Cruz Biotechnology) para asegurar su naturaleza estéril. El filtrado se recolect6
en tubos eppendorf estériles de 1,5 mL los cuales se conservaron a -20°C hasta su
posterior uso (Mena et al., 2011). Se prepar6 macerado total semanalmente con el fin

de garantizar su inocuidad y evitar alteraciones en su composicion.

El aceite vegetal de semillas (AV) se obtuvo mediante la técnica de fluidos supercriticos
siguiendo el protocolo de Dorado, Hurtado, & Martinez. (2017). Inicialmente las
semillas se lavaron y se secaron a 50°C, luego se trituraron y se procedio a realizar la
extraccion de acuerdo a los pardmetros establecidos por Dorado et al. 2017. Este método
es similar a la extraccion clasica con la particularidad de que se utiliza como agente
extractor un fluido supercritico en lugar de un liquido. Se basa principalmente en el uso
de una sustancia, (en este caso dioxido de carbono) por encima de su temperatura y
presion critica. En estas condiciones la sustancia no es ni gas ni liquido, sin embargo
posee caracteristicas de ambos. Para la extraccion se conduce el fluido supercritico a la
muestra y posteriormente se libera el compuesto de interés, en este caso el aceite,
descomprimiendo el gas mediante el uso de una presion inferior a la critica. Una vez
obtenido el aceite de semilla se filtr6 en membrana de PVDF de 0,45um (Santa Cruz
Biotechnology) para asegurar su naturaleza estéril y se recolecto en tubos eppendorf

estériles de 1,5 mL los cuales se conservaron a -20°C hasta su posterior uso.
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Para verificar la inocuidad de ambos extractos, se realiz6 una siembra de estos en caja Petri con
agar nutritivo y se incubo a 37°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se examinaron con

el fin de determinar la presencia o ausencia de unidades formadoras de colonias.

5.4 Aislamiento de Neutrofilos

Para realizar los diferentes ensayos se emplearon neutréfilos humanos aislados de sangre
periférica de un donante voluntario hombre o mujer que cumplia con los siguientes requisitos:
tener entre 20 y 35 afios, no estar recibiendo medicacion permanente, no haber ingerido alcohol
minimo un mes antes de la donacion de sangre, no ser fumador, no presentar enfermedades que
puedan producir una respuesta inmune como afecciones infecciosas; a ellos se le explico la
finalidad de la investigacion y luego firmaron un formato de consentimiento informado (Anexo 1)
acorde con los parametros de ética de la Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Narifio en el marco del proyecto
“Evaluacion del efecto inmunomodulador de los extractos de frutos maduros de Carica

candamarcensis asociado a la activacion del neutréfilo” codigo 1061.

Los neutréfilos se aislaron siguiendo el protocolo de Hidalgo et al. (2015) con algunas
modificaciones; brevemente, la sangre se obtuvo mediante venopuncion y se recolecto
directamente en tubos vacutainer ACD (acido-citrato-dextrosa). El aislamiento de neutréfilos a
partir de sangre periférica humana se realizO mediante gradiente de Percoll®. Inicialmente la
sangre colectada se mezclé con dextran al 3% en proporcién 1:1 invirtiendo el tubo varias veces y

se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 1 hora aproximadamente, hasta que se
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observaron claramente 2 fases. Posteriormente, la capa superior se transvaso a un tubo falcon de
15 mL y se centrifugo a 500 g por 6 minutos, el sobrenadante se eliminé mediante aspiracién con
pipeta de Pasteur, y el pellet que contiene globulos rojos residuales, neutréfilos y linfocitos se re
suspendié lentamente en PBS citrato (por sus siglas derivadas del inglés Phosphate Buffered
Saline). A continuacion, se preparé una columna de Percoll y se agregd volimenes iguales de
Percoll al 82,5% y luego Percoll al 65%, luego se adiciono la suspension de céelulas suavemente
por las paredes del tubo y se centrifugo a 500 g durante 40 minutos. Finalmente se extrajeron las
células de la interface inferior que corresponden a los neutréfilos y se resuspendieron en medio

HBSS manteniéndose en hielo hasta su evaluacion.

La viabilidad de los neutréfilos se determind por exclusion con azul tripan al 0,4%, las muestras
seleccionadas tuvieron un porcentaje de viabilidad mayor o igual al 90%. Se realizd un recuento
celular a las muestras. También se realizé tincion de Wright para determinar la pureza de las

muestras, utilizdndose aquellas que con purezas iguales o mayores al 90% (Mena et al., 2016)

5.5 Andlisis de Western blot

Para determinar las condiciones adecuadas para realizar un andlisis inmunoblot de proteinas
ERK1/2 y p38 MAPK de neutrofilos humanos se partio del protocolo base de Mena et al. (2014)
y se realizaron verificaciones y ajustes en cada una de las etapas del proceso, el proceso con los

ajustes se presentan a continuacion.
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5.5.1 Extraccién de proteinas totales

Después de la estimulacion de los neutrofilos con los diferentes tratamientos, la reaccion se
detuvo por centrifugacion a 12000 g durante 1 minuto. Posteriormente, las proteinas totales se
obtuvieron resuspendiendo el pellet de neutrofilos en 60 pL de tampon de lisis frio (Tris-HCI 50
mM pH 7,4, EDTA 50 mM, EGTA 1 mM, NaF 25 mM, NaVO4 2 mM, DTT 25 mM, Triton X-
100 1,5%, PMFS 0,1 mM, inhibidores de proteasas (leupeptin, pepstatin, aprotinin 10 pg/mL) y
se mantuvo durante 20 minutos en hielo agitando constantemente en vortex. Transcurrido el
tiempo se centrifugd a 18000 g por 20 minutos a 4° C, se recuperé y transvasé el sobrenadante a

un tubo eppendorf de 0,75 pL, y se conservd a -20° C hasta su analisis.

5.5.2 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas presentes en la muestra se cuantificaron mediante el método colorimétrico de
Bradford, utilizando como proteina estandar alblmina sérica bovina o BSA (Bovine Serum
Albumine). Para realizar la curva de referencia, se prepararon muestras con 0 (blanco), 1,25, 2,5,
5, 7,5y 10 pg/uL de BSA, posteriormente se adicion6é 1 mL del reactivo de Bradford a cada tubo,
y se midi6 la absorbancia a 595 nm, se verificd la confiabilidad de la curva y para efectos de
cuantificacion solo se utilizd aquellas que tuviesen un R? superior o igual a 0,95. Para el caso de
las muestras a analizar, se tomo 2 uL de cada unay se adiciono 18 pL de agua y 1 mL del reactivo

de Bradford, finalmente se midio su absorbancia y se extrapol6 con la curva de referencia
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5.5.3 Separacion de proteinas totales mediante electroforesis.

Las proteinas se separaron por electroforesis vertical en geles SDS- poliacrilamida al 12%,
mediante el sistema BIO-RAD Mini-PROTEAN® Tetra System. El gel separador y el espaciador
se prepararon a partir de una solucion 30%:0,8% de acrilamida: bisacrilamida con un grosor de
1,5mm. Por cada réplica de los tratamientos se cargaron 100 g de proteinas totales provenientes
de neutrofilos disueltas en buffer de carga 5X (5% de SDS, 50% de glicerol, 0,05% azul de
bromofenol, 50 mM de DTT y 0,125M de Tris-HCI pH 6,8), y se realiz6 la separacion
electroforética durante 2 horas a un voltaje constante de 90 V en solucién de corrida 25 mM Tris

(pH 8,3), 190 mM de glicina y 0,1% de SDS.

5.5.4 Electrotransferencia de proteinas a membranas PVFS

Una vez finalizada la separacion electroforética se verifico la carga y separacién mediante
tincion con azul de coomassi y se procedio a transferir las proteinas a una membrana de PVFS.
Para ello sobre el gel a transferir se coloc6é la membrana, posteriormente, se envolvié por ambos
lados con 1 trozo de papel Whatman n°l y esponjas embebidas en solucién o tampon de
transferencia (25 mM Tris (pH 8,3), 190 mM glicina, 0,1% SDS, y 20% metanol). Finalmente el
montaje se ubico en una camara de electrotransferencia que contenia la solucién mencionada y se
aplicd una intensidad de corriente constante de 200 mA durante 2 horas. Una vez finalizado este

periodo, las membranas se utilizaron para inmunodeteccion.
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5.5.5 Inmunodeteccion

Las membranas se incubaron con 4 mL de solucion de bloqueo TBS-Tween 20 (TBS 1X: NaCl
140 mM, Tris 50 mM, Tween-20 0,3% Yy leche descremada 5%) durante 1 hora, en agitacion
constante a temperatura ambiente. Después se lavaron 3 veces a temperatura ambiente con TBS-
Tween-20 (Tween-20 0.3% en TBS 1X) por 5 minutos cada uno. Posteriormente se incubaron con
4 mL de solucidn de bloqueo que tenia el anticuerpo especifico para cada ensayo (Phospho -p44/42
MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) Rabbit mAb #9101 o Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182)
(3D7) Rabbit mAb #9215 diluidos segln las recomendaciones del fabricante (Cell Signaling
TECHNOLOGY) durante toda la noche (12 horas) a 4°C y bajo agitacion constante. Transcurrido
el tiempo de incubacién las membranas se lavaron 3 veces, luego se incubaron con anticuerpo
secundario Anti-rabbit 1gG HRP-linked Antibody #7074 (Cell Signaling TECHNOLOGY)
conjugado con peroxidasa en dilucion 1:1000 en solucion de bloqueo, durante 2 horas bajo
agitacion constante y a temperatura ambiente. Después, las membranas se lavaron 3 veces y se
revelaron por el método de quimioluminiscencia (ECL) utilizando el reactivo Western Blotting
Luminol Reagent de SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY. Finalmente, los anticuerpos se
removieron de las membranas utilizando solucion de stripping (8-mercaptoetanol 100 mM, SDS
2%, Tris-HCI 62,5 mM pH 6,7). Para normalizar los resultados las membranas se incubaron
inicialmente con el anticuerpo contra P-actina (D6A8) Rabbit mAb #8457 (Cell Signaling
TECHNOLOGY) y se detectdé de manera similar a la descrita anteriormente, debido a que no se
pudo visualizar bandas con este anticuerpo, fue necesario trabajar con ERK 1/2 Rabbit mAb 4695S
Cell Signaling TECHNOLOGY bajo las mismas condiciones sefialadas previamente. La densidad

de las bandas se determin6 con ayuda del software estadistico ImageJ 1.35s.
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5.5.6 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados obtenidos se expresaron en
graficos de barras como media * error estandar. El analisis de los datos se efectud utilizando un
test de t o un analisis de varianza de una via (ANOVA) y una prueba de comparacion mdltiple de

Dunnett en el software estadistico GraphPad Prism v7.0 con un nivel de significancia de 5%.

5.6 Ensayo de supervivencia de neutrofilos

Para garantizar que los resultados obtenidos son derivados de una respuesta de activacion de
vias de sefializacion y no de muerte celular se propuso evaluar la supervivencia celular, para ello
se trabajé con 5x10° neutrdfilos resuspendidos en 500puL de medio HBSS + Ca 2* por ensayo.
Inicialmente se incubaron a 37°C durante 5 minutos y se determind la viabilidad inicial de estos,
posteriormente se incubaron con los extractos de frutos maduros de C. candamarcensis en las
diferentes concentraciones analizadas: Macerado total; 2,5% (MT1), 1,25% (MT2) y 0,625%
(MT3). Aceite de semilla; 2:100 (AV1), 1:100(AV2) y 0,5:100 (AV3) uL aceite de semilla/ pL de
medio) durante 3 horas, tomando datos de viabilidad cada hora. Los controles positivo y negativo
fueron los mismos planteados para los ensayos generales. La viabilidad de los neutrofilos se

determiné mediante exclusion con azul tripan 0,4%.

5.7 Actividad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis
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De igual manera y con el fin de contar con elementos adicionales para la discusion se propuso
evaluar la actividad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis, para
ello se realiz6 un ensayo de decoloracion con el radical catibnico Acido 2,2'-Azino-bis3-
Etilbenzotiazolin-6-Sulfonico (ABTS) siguiendo el método sugerido por Re et al. (1999) con
algunas modificaciones. Este método se basa en la capacidad del ABTS para capturar aniones de
larga vida. En este caso es oxidado por persulfato de potasio (K2S2Og) hasta formar el radical
cationico ABTS™ que se caracteriza por tener una coloracion verde-azul intensa, los compuestos
que poseen actividad antioxidante reaccionan directamente disminuyendo el color del radical
cationico ABTS™ . En esta investigacion se realizaron curvas de referencia con Trolox (acido 6-
hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico) y Acido ascorbico (vitamina C) y posteriormente
se hizo la evaluacion de 3 concentraciones del macerado total de frutos maduros de C.

candamarcensis.

Inicialmente se prepard una solucion madre del radical cationico, disolviendo 50 mg de ABTS
(Sigma-Aldrich), en 50 mL de agua desionizada, posteriormente se adiciono 2,45 mg de persulfato
de potasio (K2S20g) y se dejo reaccionar en oscuridad durante 48 horas a 3°C. A partir de esta
solucion, se prepararon soluciones de trabajo con una absorbancia de 0,750 + 0,050 nm a una

longitud de onda de 754 nm para todos los ensayos (Orejuela, 2015).

Para realizar las curvas de referencia, se prepard una solucion stock 250 mg/L de metanol,
disolviendo 25 mg de &cido ascorbico o Trolox en 100 mL de metanol. A partir de las soluciones

madre se prepararon diluciones de 1,5; 3; 6 y 9 mg/L de metanol en el caso de Trolox, y 1; 2,5; 4;
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5,5y 7 mg/L de metanol para acido ascorbico (Modificado de Orjuela, 2015). Para medir su
capacidad antioxidante, a 1,5 mL del radical ABTS™, se adicion6 0,5 mL de cada una de las
diluciones de Trolox o &cido ascérbico; la medicion de la absorbancia se realiz6 cada 30 segundos

durante 10 minutos a una longitud de onda de 754 nm. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Para determinar la capacidad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C.
candamarcensis, se prepararon diluciones al 10 pL/mL (1%), 15 pL/mL (1,5%) y 20 pL/mL (2%);
en agua desionizada; posteriormente a 1,5 mL de radical ABTS*se adicioné 0,5 mL de macerado
en cada una de las diluciones evaluadas. La medicion de la absorbancia se realizo en las mismas
condiciones establecidas para las curvas de referencia. Finalmente se calculd la actividad
antioxidante del macerado total de C. candamarcensis en equivalente a unidades Trolox

(EQTEAC) y en unidades equivalentes a vitamina C (EQTEAC) (Orejuela, 2015).
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5.8 Implicaciones éticas

El estudio se llevo a cabo de acuerdo con la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud
Colombiano, en la que se establece una clasificacion de las investigaciones segun su riesgo para
los seres humanos sujetos de investigacion (capitulo I, articulo 11), y se estipulan los requisitos
éticos para la experimentacion con ellos. La presente es una investigacion aprobada por el Comité
de FEtica de la Universidad de Narifio en el marco del proyecto “Evaluacion del efecto
inmunomodulador de los extractos de frutos maduros de Carica candamarcensis asociado a la

activacion del neutrofilo” codigo 1061, y catalogada como de riesgo minimo.

La sangre periférica se extrajo de adultos voluntarios sanos y mentalmente competentes a
quienes se les explico claramente los objetivos del estudio, la naturaleza de los procedimientos,
posibles efectos de la intervencion o riesgos previsibles. Posteriormente firmaron el
consentimiento informado (anexo 1) autorizando su participacién en la investigacion, con
capacidad de libre eleccion y sin coaccion alguna. Las muestras sanguineas se utilizaron
Unicamente con fines de investigacion. La informacion obtenida durante el desarrollo del estudio
fue de uso exclusivo del personal investigador y se mantendra en el anonimato al momento de

presentar los resultados.

Los frutos maduros de C. candamarcensis se recolectaron en cultivos caseros de las zonas rurales

del municipio de Pasto, departamento de Narifio, acorde con el decreto 3016 de diciembre de 2013
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del Ministerio del Medio ambiente y Desarrollo de Colombia, y la resolucion 126 del 23 de febrero

de 2015 de Corponarifio (Anexo 2)
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6. RESULTADOS

6.1 Verificacion de la ausencia de bacterias en los extractos de C. candamarcensis

Para verificar la ausencia de bacterias en el macerado total y aceite vegetal de semillas de frutos
maduros de C. candamarcensis, después de la filtracion en membrana PVDF de 0,45 pm, se realiz6
una siembra de estos en caja Petri con agar nutritivo, teniendo como resultado la no presencia de

unidades formadoras de colonias (figura 1) en ninguno de los casos.

Figura 1: verificacion de la ausencia de bacterias de los extractos de C. candamarcensis mediante siembra en
caja Petri con agar nutritivo. A) lIzquierda control (sin siembra), derecha siembra de macerado total. B) Izquierda
control (sin siembra), derecha siembra de aceite vegetal de semilla.

6.2 Viabilidad y pureza de neutrdfilos.

Los neutréfilos aislados a partir de sangre periférica humana presentaban condiciones

adecuadas de viabilidad y pureza, permitiendo realizar los ensayos posteriores (Figura 2)
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Figura 2: Imagenes de microscopia directa de viabilidad y pureza de neutrofilos aislado de sangre periférica
humana. A) Muestras de neutrofilos con una viabilidad superior al 90%, mediante el método de tincidn con azul de
tripdn. B) Pureza de las muestras de neutréfilos superior al 90% mediante tincion de Wright.

6.3 Resultados asociados al cumplimiento del objetivo especifico 1

Con el fin de determinar las condiciones Optimas para realizar un analisis inmunoblot, se siguié
el protocolo base de Mena et al., 2014, al cual se le realizaron algunas modificaciones que se

mencionan a continuacion.

6.3.1 Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas totales inicialmente se tenia planteado el uso de buffer de lisis
compuesto por Tris-HCI 50 mM pH 7,4, EDTA 50 mM, EGTA 1 mM, NaF 25 mM, NavO4 2
mM, DTT 25 mM, Tritdn X-100 1,5%, PMFS 0,1 mM, inhibidores de proteasas 10 pg/ml. Sin
embargo se utilizé buffer RIPA 1X (de Cell Signaling, contenido: Tris-HCI 20 mM (pH 7.5), NaCl

150 mM, Na2EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NP-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 1%, pirofosfato
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de sodio 2.5 mM, beta-glicerofosfato de sodio 1 mM, Na3VO4 1 mM, 1 ug / ml de leupeptina) al
cual se le adiciono inhibidores de proteasas 10 pL/ml (de Cell Signaling, contenido: leupeptin,

pepstatin, aprotinin, Bestatin y E64) y PMSF 0,1mM justo antes de su uso.

Después de realizada la extraccion de proteinas, estas se cuantificaron mediante el método de
Bradford, realizando una curva de referencia con BSA, la cual fue valida cuando el R? fue mayor
o igual a 0,98 (figura 3). En general las muestras analizadas tuvieron en promedio 4,49 g de
proteina/pL de muestra, y los valores estuvieron entre 2,260 y 6,773 g de proteina/pL de muestra,

indicando que los reactivos y métodos empleados fueron eficientes.
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Figura 3: grafica de la curva de referencia realizada con BSA y su ecuacion que permite la cuantificacion de proteinas
presentes en las muestras a analizar. Resultados obtenidos por espectrofotometria en absorbancia de 595 nm

6.3.2 Separacion de proteinas totales mediante electroforesis

Para la electroforesis de proteinas inicialmente se siguid la metodologia del protocolo de Mena

et al. 2014. Sin embargo, debido a que no se obtuvieron buenos resultados bajo estas condiciones,
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fue necesario modificar la cantidad de proteina a cargar y la duracion de la corrida. Se cargaron en
el gel 60, 80 y 100ug de proteina y se corrié durante lapsos de tiempo que estuvieron entre 2 'y 3
horas a diferente intensidad de corriente (de 80 a 130V). Una vez finalizada la corrida se verifico
la carga y separacion de proteinas, para lo cual se realiz6 tincion del gel con azul de coomassie en
agitacion constante, hasta que se observaron bandas de color azul intenso (figura 4). Teniendo en
cuenta estos resultados y con el fin de garantizar una adecuada visualizacion proteica se determind
cargar 100 pg de proteina por muestra, realizando la corrida a 80 V, hasta que el buffer de carga
Ileg6 al gel separador (entre 30 a 40 minutos), y posteriormente subiendo el voltaje a 110 V hasta
que el buffer alcanza el borde inferior del gel separador (2 horas aproximadamente) momento en

el cual se dio por finalizada la corrida electroforética.

=360 g proteina
€33 30 g proteina

&2=3 100 g proteina
=3 Marcador de peso

Figura 4: Bandas de proteinas después de la tincion con azul de coomassie y posterior destefiido con solucién de
metanol al 50%. En la imagen se observa la presencia de proteinas y su correcta separacion.
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6.3.3. Electrotransferencia de proteinas a membranas de PVDF

Teniendo en cuenta que no se usaron membranas de nitrocelulosa, sino de PVDF, fue necesario
realizar un pre tratamiento de estas con metanol durante 5 minutos, ya que se caracterizan por ser
hidréfobas por lo cual se humedecen con dificultad (Mahmood & Yang, 2012). La modificacion
anterior permitié una mejor transferencia de las proteinas a la membrana. En los demas pasos del

protocolo no se realizd ninguna variacion.

Como prueba de que hubo transferencia de proteinas, se verificd la presencia del marcador de
peso molecular en la membrana, ademas se tifié el gel con azul de coomassie en agitacion
constante, verificando la no presencia de bandas de coloracién azul intensa como se muestra en la

figura 5.

Figura 5: Tincion del gel con azul de coomassie después de la electrotransferencia. Se observa la ausencia de bandas,
sugiriendo que las proteinas se transfirieron a la membrana.
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6.3.4 Inmunodeteccion

En el protocolo base para inmunodeteccion se realizaron modificaciones en el tiempo de
revelado de las membranas. Se probaron diferentes tiempos de revelado para cada proteina
analizada, observandose bandas claras y definidas con 1 hora de exposicion para p-p 38 y p-

ERK1/2 y 15 minutos para ERK total.

6.4 Resultados relacionados con el objetivo 2

En cuanto a los resultados del efecto del macerado total de frutos maduros de C.
candamarcensis sobre las vias de sefializacion MAPK, después de la incubacién con fosfo ERK
1/2 y con fosfo p 38 se observo la presencia de bandas claras en los controles positivo y negativo,
mientras que en los tratamientos con macerado solo en 2 casos se observaron bandas tenues de
fosfo ERK 1/2 estando ausentes en los demas (figura 6). Sin embargo, se presentaron
inconvenientes con los controles de carga utilizados. Inicialmente se utilizé el anticuerpo contra
B-actina, con el cual no se obtuvo ninglin tipo de resultados ni en los controles ni en los
tratamientos, sugiriendo problemas con el estado del anticuerpo (figura 6). Posteriormente se

utilizé ERK total dando como resultado la presencia de bandas solo en los controles (figura 6).
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Figura 6: bandas observadas después de la incubacion con los anticuerpos y posterior revelado. A) Bandas
observadas en los tratamientos con macerado total. B) Bandas observadas en los tratamientos de macerado total + LPS

Posteriormente, se intentdé normalizar los resultados se mediante tincion de las membranas
con rojo de ponceau (Romero et al., 2010) y con azul de coomassie (Welinder & Ekblad, 2011),
sin embargo, no se observo bandeo en los tratamientos ni en los controles, como se observa en la

figura 7, haciendo imposible la normalizacion de los datos con estos métodos.

A

Figura 7: Tincién de membranas. A) Tincion de membranas con rojo de ponceau. B) Tincién de membranas con
azul de coomassie. En los 2 casos no se observa bandas de proteinas que permitiran la normalizacion de los resultados.

Con base en los resultados anteriores realizo nuevamente una corrida electroforética de las

muestras, a continuacion los geles se tifieron con azul de coomassie para verificar la presencia de
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proteinas, observandose bandas tenues en los carriles de los tratamientos con macerado total en
comparacion con los controles (figura 8), indicando una posible degradacion de proteinas, razon
por la cual se decidi6 incrementar la cantidad del coctel inhibidor de proteasas utilizado para la
extraccion de proteinas de 1 pL a 10 pL por cada 100 uL de buffer de lisis, sin embargo los

resultado obtenidos fueron similares.

x ‘. ' l ln: »Mncadnrdepe!o
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Figura 8: Tincion de geles con azul de coomassie para verificar la presencia de proteinas de neutrofilos tratados con
diferentes concentraciones de macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis.

Teniendo en cuenta los resultados mencionados anteriormente, se planted evaluar la
actividad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis y realizar un
ensayo de viabilidad de los neutrofilos tratados con los extractos, los cuales permitieron descartar
efectos toxicos del macerado sobre neutréfilos humanos que pudieran estar influyendo en la

obtencion y posterior deteccion de las proteinas objeto de estudio.



62

Cabe resaltar que las membranas fueron guardadas con la finalidad de normalizar los datos a
futuro, cuando se disponga de un control de carga, lo cual permitiria validar los resultados que

hasta el momento se han obtenido en esta investigacion.

6.5 Resultados relacionados con el objetivo 3

Los resultados acerca del efecto del aceite vegetal de semillas de frutos maduros de C.

candamarcensis sobre las vias de sefializacion MAPK se muestran en la figura 9.

A
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Figura 9: Efecto del aceite vegetal de semillas de fruto maduros de C. candamarcensis sobre la fosforilacion de las
vias de sefializacion MAPK realizando analisis de densitometria de las bandas presentes en los films. A) Efecto de los
diferentes tratamientos sobre la fosforilacién de la via ERK1/2. B)Efecto de los diferentes tratamientos de aceite
vegetal de semilla sobre la fosforilacion de la via p38 en neutrofilos humanos. C) Efecto de los diferentes tratamientos
de aceite vegetal de semilla sobre la fosforilacion de la via p38 en neutr6filos humanos estimulados con LPS. Cada
barra representa la media aritmética £ SEM, n = 3, *p <0,05 mediante Test Dunnett.

Cabe resaltar que los resultados se normalizaron con ERK total, tanto para p-ERK1/2 como
para p-p 38. En cuanto a p-p 38 lo adecuado seria utilizar como control de carga p 38 total o p-
actina, sin embargo, por las complicaciones del anticuerpo contra 3- actina y la ausencia de bandas

en las membranas al ser tefiidas con rojo de ponceau y azul de coomassie, se decidié normalizar

con ERK total.

6.6 Resultados complementarios

6.6.1 Ensayo de supervivencia de neutréfilos
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En cuanto al ensayo de viabilidad no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el control negativo y los demés tratamientos. Sin embargo, se puede observar que las 3
concentraciones de macerado total influyen de manera similar sobre la viabilidad de los
neutrofilos, mientras que la viabilidad de neutrofilos con aceite vegetal muestra variaciones mas
marcadas segun la concentracion de este. En todos los casos, la viabilidad de los neutréfilos que

fueron tratados con los diferentes extractos fue inferior al control negativo y superior al positivo.
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Figura 10: Supervivencia de los neutrdfilos humanos tratados con extractos de C. candamarcensis A) Efecto de
diferentes concentraciones de macerado total sobre la viabilidad de neutrofilos. B) Efecto del aceite vegetal de semilla
sobre la viabilidad de neutréfilos humanos. Los datos se analizaron mediante una ANOVA de 2 vias y se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre el control negativo (HBSS+Ca*?) y el control positivo (LPS 5 pg/mL)
a los 180 minutos después de iniciado el ensayo, con un p value = 0,0152

6.6.2 Actividad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis

En la Figura 11 se muestra la curva de calibracidén obtenida con Trolox usando diferentes

concentraciones (0 mg/L, 1,5 mg/L, 3 mg/L, 6 mg/L y 9 mg/L) y la curva de calibracion obtenida

con de Acido Ascorbico (0 mg/L, 1 mg/L, 2,5 mg/L, 4 mg/L, 5,5 mg/L y 7 mg/L). Las curvas

tuvieron un R?= 0,9616 y R?=0,974 respectivamente, evidenciando la confiabilidad estadistica de

las mismas.
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Figura 11: Curvas de Calibracion obtenidas mediante el método de decoloracion del radical cationico ABTS,
a una longitud de onda de 754nm durante 10 minutos. A. Curva de Calibracion de Trolox. B Curva de Calibracion
de la Vitamina C (Acido Ascorbico).

Posteriormente se evalud la capacidad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C.
candamarcensis en las concentraciones: 10 pL/mL (1%), 15 pL/mL (1,5%) y 20 pL/mL (2%); la
medicion se realizé en las mismas condiciones usadas para generar las curvas de calibracién
(Protocolo Orejuela, 2015). En la Figura 12 se muestra el comportamiento de la absorbancia
durante el tiempo de medicién en cada una de las concentraciones evaluadas, confirmando la
capacidad antioxidante del macerado, ademas se evidencia que a mayor concentracion mayor
inhibicion del radical cationico ABTS evidenciado en la disminucion considerable de la

absorbancia a través del tiempo.
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Figura 12: Comportamiento de la reaccion del ABTS con las diferentes concentraciones del macerado total de C.
candamarcensis. Resultados obtenidos por espectrofotometria en absorbancia de 754nm, cada 30 segundos por 10
minutos. Se utilizd como blanco ABTS. Cada linea representa la media aritmética + SEM, n = 3, ****p <0,0001
mediante Test de Dunett.

Con base en los resultados anteriores y teniendo en cuenta las ecuaciones derivadas de las
curvas de calibracion de Trolox y Vitamina C, se determiné para las diferentes concentraciones de
macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis la actividad antioxidante en equivalente
a Trolox (EQTEAC) y en equivalente a vitamina C (EQVCTEAC). Se encontré que en promedio
la actividad antioxidante observada en el macerado total equivale a 0,6978 uMol TEAC/mLFr
(Figura 13A) y que la concentracion en miligramos de VTEAC por cada mL de fruto maduro de

C. candamarcensis es equivalente 0,6942 mg VCTEAC/mLFr (Figura 13B).
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Figura 13. Actividad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis. A) Actividad
antioxidante en unidades equivalentes a Trolox (EQTEAC) uMolTEAC/mLFr. B). Actividad antioxidante equivalente
a Vitamina C (EQVCTEAC) en ugVCTEAC/mLFr.

Los resultados de este ensayo fueron sustentados en el en el marco del LIV CONGRESO
NACIONAL & V INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, realizado en el Centro

de Convenciones de Monteria, del 20 -24 de mayo 2019, como ponencia tipo poster (anexo 3)
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7. DISCUSION

7.1 Verificacion de la ausencia de bacterias en los extractos

La evaluacion de la inocuidad de los extractos utilizados en una investigacion tiene como
objetivo asegurar que estén libres de microrganismo que puedan alterar los resultados obtenidos
(Torres, 2006). Extractos no estériles pueden sufrir cambios en su composicion debido a factores
como el metabolismo de los microorganismos que tiende a transformar las sustancias alterando las
propiedades originales de estas mas aun cuando se esta trabajando con células que hacen parte del
sistema inmune y pueden reaccionar rapidamente al estimulo por patégenos presentes en la
muestra (Futosi et al., 2013). Ademas, en la presente investigacion al buscar el efecto de los
extractos de frutos maduros de C. candamarcensis en la fosforilacion de vias de sefializacion
MAPK en neutréfilos humanos, la presencia de microorganismos en los extractos puede conllevar
a la obtencion de resultados erréneos, ya que, se pueden activar estas vias de sefializacion como
mecanismo de respuesta celular para atacar estos organismos, y no por efectos relacionados con

los extractos evaluados (Torres, 2006).

7.2 Viabilidad y pureza de neutroéfilos

Las adecuadas condiciones de viabilidad y pureza de neutrofilos en las muestras analizadas,
influye de manera positiva en la investigacion, disminuyendo el riesgo de error en los resultados

obtenidos en cada ensayo. Segun Segal, (2005), cuando los neutrofilos reconocen un estimulo,
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activan diferentes mecanismos (incluida la activacion de las vias de sefializacion MAPK evaluadas
en esta investigacion) como respuesta al estimulo inicial, que los conduce finalmente a su muerte.
Por lo anterior, la baja viabilidad indica que muchos procesos celulares ya han sido activados, por
consiguiente, utilizar estas muestras no seria adecuado ya que posiblemente las vias de
sefializacion evaluadas estan activadas antes de que se hayan iniciado los respectivos ensayos.
Entre los factores que pueden llevar a la obtencion de muestras con baja viabilidad celular estan la
incorrecta aplicacion de la metodologia de extraccion, asi como también el uso de muestras

sanguineas de individuos con enfermedades inmunes (Segal, 2005).

Por otro lado, se ha demostrado que otras células como globulos rojos y linfocitos también
activan las vias de sefializacion MAPK, en respuesta a estimulos similares a los reportados en
neutrofilos (LPS, fTMLP, entre otros) (Alarcdn, 2010; Etulain, Carestia, Rivadeneyra, Fondevila,
& Schattner, 2013). Por lo anterior, el uso de muestras con baja pureza limita la evaluacion del
efecto de los extractos de C. candamarcensis sobre neutréfilos, debido a que, la presencia de otras

lineas celulares altera de manera significativa los resultados obtenidos.

7.3. Extraccion de proteinas

La extraccién de proteinas es un paso fundamental en investigaciones relacionadas con
proteinas, debido a que de su éxito depende la obtencion de proteinas conservadas y en cantidad
suficiente, que permitan su posterior analisis. EI primer paso a considerar es la lisis celular, la cual
permite la liberacion de los componentes de los diferentes compartimentos intracelulares. Este

proceso se debe realizar a bajas temperaturas (4°C), ya que una vez liberadas de la célula las
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proteinas se desnaturalizan con mucha facilidad. Un factor que se debe tener en cuenta es que
también se liberan diversas proteasas, los cuales sin el tratamiento adecuado empiezan a degradar
las proteinas celulares, razon por la cual es importante el uso de inhibidores de proteasas (Tan &
Yiap, 2009). En la presente investigacion, se utiliz buffer de lisis compuesto por buffer RIPA,
coctel inhibidor de proteasas inhibidores y PMFS para garantizar la adecuada calidad y cantidad

de proteinas obtenidas.

El buffer permitio la lisis celular de manera eficiente y la solubilizacion de las proteinas
evitando la degradacidn de estas, gracias a los diferentes compuestos que posee, como es el caso
de los agentes quelantes EDTA y EGTA que se unen al Mg?* evitando la degradacion de las
proteinas por metaloproteinas, ademas del uso del coctel inhibidor de proteasas que contenia
leupeptin (inhibidor de serina y cisteina proteasas, como plasmina, tripsina, papinina y catepsina
B; Pepstatina aspartato proteasas), pepstatin (inhibidor de &cido aspartico proteasas), aprotinin
(inhibidor de serina proteasas), Bestatin (inhibidor de amino proteasas) y E64 (inhibidor de cisteina
proteasa) y PMFS que reacciona con los residuos de serina permitiéndole inhibir la tripsina, la
quimotripsina, la trombina y la papaina (Nufez & Encinas, 2011; Tan & Yiap, 2009). Las
caracteristicas de los reactivos mencionadas anteriormente y el protocolo usado permitieron que
la extraccion de proteinas fuera exitosa, lo cual se verificd mediante la cuantificacion de proteinas
con el método de Bradford, evidenciando su presencia con concentraciones adecuadas en las
muestras analizadas, con un rendimiento proteico promedio de 4,49 pg/uL de muestra,

permitiendo realizar un adecuado analisis de Western Blot.

7.4 \Western Blot
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El Western Blot es una técnica analitica, ampliamente utilizada en biologia celular y molecular,
ya que permite la deteccion de una determinada proteina en una muestra bioldgica, esto gracias al
uso de anticuerpos que reconocen la proteina de interés mediante la especificidad de
reconocimiento entre antigeno y anticuerpo. Ademas, también se puede confirmar la presencia de
modificaciones postrancripcionales como es el caso de la fosforilacion, de esta manera se pueden
comparar los niveles de proteinas o su estado en una muestra u otra, de alli la importancia de su
buen uso, el cual depende del ajuste correcto de los protocolos (de la Fuente, Lozano, & Capdevila,

2007; Mahmood & Yang, 2012; Martinez-Flores et al., 2017).

Una vez realizadas las diferentes modificaciones al protocolo base, se logro la deteccion de las
proteinas objeto de estudio ERK1/2 y p38 mediante la presencia de bandas. Esta técnica demostrd
ser reproducible, especifica y sensible para la deteccion de estas. Sin embargo es recomendable
que los ajustes de esta técnica se realicen en cada laboratorio tenido en cuenta las condiciones de

este y las proteinas que se desee analizar (Kurien & Scofield, 2005).

Para realizar analisis de inmunodeteccion de las proteinas fosfo-ERK1/2 y fosfo-p38 de neutrofilos
se pueden cargar entre 40 a 80 pg de proteina por carril del gel, sin embargo, depende en gran
medida de los equipos y reactivos utilizados para su deteccion (sensibilidad de los anticuerpos
primario y secundario, caracteristicas del gel, membranas, buffer, entre otros) (Alba, 2008;
Burboa, 2012; Pérez, 2008). En la presente investigacion, el ajuste del protocolo indicd que los
mejores resultados se obtuvieron cargando 100 pg de proteina por carril. Aungue la cantidad es

superior a la encontrada en la bibliografia, el rendimiento proteico de las muestras analizadas fue
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en promedio de 4,49 ug/uL, y se obtuvo un volumen aproximado de 50 pL en cada una de ellas,
siendo suficiente para realizar el analisis inmunoblot, aun en las muestras con menor rendimiento,

teniendo en cuenta que la cuantificacion proteica estuvo entre 2,26 y 6,773 pg/pL.

7.4.1 Separacion Electroforética

La electroforesis permite la separacion de las proteinas mediante la aplicacion de un campo
eléctrico (Martinez-Flores et al., 2017). En este punto es vital cargar la cantidad correcta de
proteinas en el gel, la cual depende de la prevalencia de la proteina de interés en la muestra
analizada, asi como también de la sensibilidad de los anticuerpos utilizados para su deteccion.
Cuando se carga poca cantidad es posible que el método no detecte la proteina analizada aun
cuando esté presente en la muestra, por el contrario la carga de demasiada proteina puede dar lugar
a ruido de fondo y ocasionar la unién no especifica de los anticuerpos (de la Fuente et al., 2007,
Taylor, Berkelman, Yadav, & Hammond, 2013). Lo anterior puede llevar a la obtencion de
resultados poco confiables, haciendo necesario realizar pruebas preliminares utilizando cantidades
seriadas de proteina que permita determinar la cantidad adecuada de proteina a cargar, teniendo en
cuenta las caracteristicas de muestra a analizar y de los materiales y reactivos disponibles (Taylor

etal., 2013).

7.4.2 Transferencia

En la presente investigacion se utilizo membranas PVDF, debido a que, tienen una elevada

capacidad de union a proteinas y ofrecen una mayor resistencia mecanica en comparacion con



74

otras como las membranas de nitrocelulosa, sin embargo, proporcionan un mayor ruido de fondo
y por su naturaleza hidrofdébica se humedecen con dificultad, por lo que requieren de un tratamiento
previo con metanol antes de sumergirlas en soluciones acuosas (de la Fuente et al., 2007;

Mahmood & Yang, 2012).

Realizar el pre tratamiento con metanol es muy importante, ya que omitirlo puede interferir en
el proceso ocasionando que las proteinas no se transfieran a la membrana, tal como ocurri6 en
ensayos preliminares, en los cuales se comprobé debido a que no hubo transferencia del marcador

de peso molecular (de la Fuente et al., 2007).

7.4.3 Inmunodeteccion

En esta investigacion se empled un método de inmunodeteccion indirecto, donde se empled un
anticuerpo primario (Phospho -p44/42 MAPK y Phospho-p38) para localizar la proteina de interés,
y un anticuerpo secundario (Anti-rabbit 1gG HRP-linked Antibody) que permiti6é su deteccion
mediante el método de quimioluminiscencia. Establecer el tiempo de revelado adecuado para cada
proteina objeto de estudio permite la obtencion de bandas claras y definidas, este depende de la
sensibilidad de los anticuerpos utilizados, la proteina analizada y la cantidad presente en la
muestra. EI manejo adecuado de los tiempos de deteccion es importante ya que la intensidad de la
sefial varia segun el tiempo de exposicion, produciendo sefiales leves o nulas cuando se expone

por periodos cortos o ruido cuando se expone por periodos muy largos (Mahmood & Yang, 2012).



75

7.5 Efecto de los extractos de C. candamarcensis sobre la fosforilacion de vias de sefializacién

MAPK

En la actualidad son de gran interés las investigaciones relacionadas con las propiedades
terapéuticas de diferentes extractos vegetales, que permitan la fabricacion de productos o farmacos
alternativos para el tratamiento de diversas enfermedades, aprovechando los conocimientos

empiricos de la sociedad y la gran diversidad de flora que atn no se ha estudiado (Castro, 2006).

C. candamarcensis es una planta originaria de los andes, que se caracteriza por sus propiedades
terapéuticas, siendo utilizada tradicionalmente para tratar quemaduras, gripa, gastritis, entre otras
patologias (Vidal et al., 2009). Sumado a ello, estudios realizados previamente por Lemos et al.
(2018), Mena et al. (2011), Ralph et al. (2014), sugieren un potencial terapéutico de los extractos
de esta planta, siendo importante continuar con investigaciones que permitan consolidar sus

propiedades.

Por lo anterior, en el presente estudio se evalu6 el efecto del macerado total y aceite vegetal de
semillas de frutos maduros de C. candamarcensis sobre las vias de sefializacion MAPK en
neutréfilos humanos. Los neutréfilos hacen parte de la primera linea de defensa del organismo y
participan en el desarrollo de procesos inflamatorios (Borregaard et al., 2007). Las vias de
sefializacion MAPK estan intimamente relacionadas con diferentes mecanismos de respuesta de
los neutrdfilos frente a un estimulo, siendo importante su regulacion, debido a que la inadecuada
activacion de estas células puede provocar dafio celular y enfermedades degenerativas diversas

inflamatorias (Castafieda, 2010; Mocsai et al., 2000; Perez, 2008).
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En cuanto al efecto del macerado total, no se pudieron obtener resultados validos con ninguna
de las 2 proteinas estudiadas, debido a que, en los controles de carga utilizados (B-actina y ERK
total) no hubo presencia de sefial, haciendo imposible la normalizacion de los datos, debido a que,
el uso de un control de carga en western blot asegura que se carg6 la misma cantidad de proteica
en cada carril, que la transferencia de proteinas a la membrana se realizé con la misma eficiencia
y que la incubacion del anticuerpo y su deteccidn son uniformes en todos los casos (Taylor et al.,

2013).

Inicialmente se tenia planteado la normalizacion con B-actina debido a que es una proteina
altamente conservada y se encuentra en elevadas concentraciones en la mayoria de células
(Aldridge, Podrebaraca, Greenough, & Weiler, 2008). Sin embargo no se pudo detectar en ninguno
de los ensayos, muy posiblemente porque durante su transporte o su conservacion no se mantuvo
la cadena de frio requerida (-20°C) ocasionando su deterioro. En cuanto a ERK total, se evidencio
la presencia de bandas en los controles positivo y negativo, sin embargo, no se observaron en

ninguno de los ensayos realizados con macerado total de C. candamarcensis.

Otro factor que pudo influir es la posible degradacion de proteinas por enzimas proteoliticas
presentes en el extracto. Diferentes estudios realizados con C. candamarcensis han demostrado
que posee diferentes proteinas proteasas, que tienen como funcion proteger a la planta contra
lesiones inducidas por heridas fisicas produciendo una barrera frente al ataque de diferentes
patogenos. Entre estas proteinas encontramos la papaina presente en el latex de esta planta, la cual

tiene una elevada actividad esterasa y proteolitica. Esta conformada por diferentes fracciones de
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gran interés por sus posibles propiedades farmacéuticas (Baeza, Correa, & Salas, 1990; Teixeira

et al., 2008).

La fraccion P1G10 derivada del latex de C. candamarcensis es rica en cisteina peptidasa con
una actividad proteolitica al menos 5 veces mayor que la obtenida a partir de C. papaya. Esta
conformada por alrededor de 14 isoformas, de las cuales CMS2MS2 y CMS2MS3 poseen una
elevada actividad mitogénica, debido a que al degradar tejido estimulan el proceso de division
celular y remodelacion de este (Ralph et al., 2014). Ademas evidencias demuestran que no posee
efectos mutagénicos o genotoxicos cuando se usa topica o sistémicamente (Anthis et al., 2009;

Lemos et al., 2018; Rogério et al., 2013).

En este estudio realizado por Gomez et al. (2010) se evalud el efecto de P1G10 sobre la
quemadura de tercer grado, encontrando que 0.1% de P1G10 acelera la epitelizacién de manera
similar a la sulfadiazina de plata al 1%, posiblemente relacionado con su capacidad para degradar
el tejido afectado debido a su elevada actividad proteolitica, induciendo su remodelacion. Lemos
etal. (2011) confirmaron las acciones curativas de P1G10 (entre 0,1% y 1%) en lesiones de la piel
en un modelo de ratén sin pelo, ademas encontraron que no se produce irritacion local o efectos
toxicos sistémicos aun después de un periodo prolongado de uso, esto posiblemente relacionado

con su actividad mitogénica.

Por otro lado, diversas investigaciones han demostrado que las enzimas proteoliticas derivadas
de plantas, pueden actuar como antitumorales y quimiopreventivos, debido a su gran variedad de

actividades biologicas entre las que se encuentran efectos antiinflamatorios, proapoptoticos,
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inactivacion de citosinas, regulacion de la expresion de moléculas de adhesion, inhibicion de las

proteinas de sefializacién activadas por mitogénos (Lemos et al., 2018).

Lo anteriormente mencionado esté relacionado posiblemente con la degradacién de proteinas
de neutrofilos durante la lisis celular, indicando posiblemente una elevada actividad proteolitica
de las enzimas presentes principalmente en el latex de la céscara del fruto maduro de C.
candamarcensis que no pudieron ser inhibidas por el buffer de lisis utilizado, lo cual no permitio
el analisis del efecto del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis sobre las vias

de sefializacion MAPK (ERK1/2 y p38) en neutréfilos humanos

Para descartar posibles efectos toxicos del macerado total sobre los neutrdéfilos, que estuvieran
influyendo en el andlisis de inmunoblot, se evalud la capacidad antioxidante del macerado total,
mediante el método de decoloracion del radical cationico ABTS, utilizando las concentraciones
similares a las planteadas para evaluar el efecto sobre las vias MAPK. Los resultados evidenciaron
que el macerado posee propiedades antioxidantes, indicando que a mayor concentracion mayor
inhibicion del radical cationico ABTS. Se determin6 que la actividad antioxidante en equivalente
trolox fue de 0,6978 uMol TEAC/mLFr vy en equivalente a vitamina C de 0,6942 mg
VCTEAC/mLFr. Existen evidencias de que extractos de plantas con actividad antioxidante
disminuyen respuestas proinflamatorias de neutréfilos como la expresién de TNFa, IL8 e IL7
(Arenas-Chavez et al, 2018), procesos que en neutrdfilos pueden estar regulados por la activacion

de vias de sefializacion MAPK (Futosi et al., 2013), la ausencia de bandas fosforiladas de ERK1/2
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y p38 encontradas en el estudio podrian asociarse al efecto antioxidante detectado en el macerado

total.

La capacidad antioxidante de un alimento u extracto estd asociada con la presencia de diferentes
compuestos, entre los cuales estan los compuestos fendlicos, carotenos, antocianinas y acido
ascorbico. (Figueroa et al., 2010). En el estudio realizado por Carrasco & Encina. (2008) se evalud
el contenido de algunos compuestos presentes en 3 frutos maduros de plantas peruanas C.
candamarcensis, Physalis peruviana y Cyphomandra betacea, encontrando una mayor cantidad
de compuestos fenolicos en C. candamarcensis, aproximadamente 167 mg/100 g fruto, ademas
contiene vitamina C (31,41 mg/100g fruto) y una pequefia cantidad de carotenoides (0,71mg/100
g fruto), sugiriendo una relacion entre estos y la capacidad antioxidante de C. candamarcensis.
El macerado total evaluado en esta investigacion corresponde a una mezcla compleja, sin embargo,
basandose en el anterior estudio y teniendo en cuenta que se trata de la misma especie, muy
probablemente estén presentes los compuestos relacionados anteriormente, lo cual explicaria su
capacidad antioxidante. No obstante, es necesario profundizar en el tema para determinar que
compuestos son los responsables de su potencial antioxidante, ya que pueden tratarse de

subespecies debido a la distancia geogréafica que las separa.

Estudios previos evidencian la presencia de cumarinas en los extractos de C. candamarcensis
(Gomez & Moran, 2005). En el estudio de Garcia, Reyes, & Ovalle, (2014) explico una posible
relacion entre las propiedades antioxidantes de cumarinas y su efecto en la inhibicion de ciertas
vias de sefializacion como las ERK1/2 y p 38 MAPK (Garcia et al., 2014). Resultados similares

fueron reportados por otras investigaciones donde se observé la disminucion en la fosforilacion
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MAPK, y la reduccion de la expresion génica de COX-2, IL-1p e IL-6, en diferente tipos celulares
entre ellos los neutrdfilos; estos efectos pueden asociarse con sus propiedades hipoglicemiantes,
antiinflamatorias y a su fuerte efecto antioxidante. Sin embargo su uso indiscriminado puede
representar un riesgo para la salud, ya que se han demostrado efectos hepatotdxicos (Gonzales &

Orlando, 2008; Yu et al., 2014).

Algunos compuestos como flavonol quercetina y las catequinas que han sido reportados en
Carica papaya (Rivera-Pastrana, Elhadi, & Gonzalez-Aguilar, 2010; Senthilvel et al., 2013) han
evidenciado actividad antioxidante y efectos inhibitorios sobre la via de MAPK. En el estudio
realizado por Chuang et al. (2010) se encontr6 que el flavonol quercetina atenda la activacion de
las vias MAPK ERK1/2 y INK, ademas al evaluar la expresion génica de IL-6, IL-1p, IL-8 y MCP-
1 se observo que la secrecidn de sus respectivas proteinas disminuyo, atenuando la inflamacién
producida por NF-kB en adipositos humanos. Lo anterior demuestra sus propiedades
antiinflamatorias. Por otro lado se ha descrito que las catequinas de Camellia sinensis,
principalmente la epigalocatequina galato (EGCG) poseen una elevada capacidad antioxidante y
modulan la expresion de la hormona resistina producida por las células adiposas, gracias a efectos
inhibitorios sobre la via ERK %, lo cual se demostr6 mediante los cambios presentados en la
cantidad de sustrato fosforilado, encontrando una disminucion en la fosforilacion de esta via
cuando se trata con EGCG (Liu, Chen, Hung, & Kao, 2005). Ademés Kim-Park et al. (2016) evaluo
el efecto del extracto metanolico de C. sinensis y sus principales catequinas, encontrando que
inhibian significativamente la actividad de MMP-9 en neutrofilos, asociada a sus potencial
antioxidante y posiblemente a la inhibicion de algunas vias de sefializacion que modulan la

liberacion de MMP-9.
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Adicionalmente al evaluar el efecto del macerado total de frutos maduros de C. candamarcensis
sobre la viabilidad de neutr6filos humanos, no se encontré diferencias estadisticamente
significativas entre el control negativo (HBSS+ Ca*?), y los tratamientos con las diferentes
concentraciones de macerado total, indicando que no hay efectos negativos sobre la viabilidad en
las 3 horas que se realizd el ensayo. Lo anterior, esta posiblemente esté relacionado con el efecto
protector de los compuestos con capacidad antioxidante presentes en el macerado sobre los

neutréfilos (Carrasco & Encina, 2008; Figueroa et al., 2010).

En relacion al efecto del aceite vegetal de semillas de frutos maduros de C. candamarcensis
sobre las vias de sefializacion MAPK en neutréfilos humanos, se observé un incremento en la
fosforilacion de ERK1/2 y p38, no dependiente de la concentracién. Estos resultados pueden estar

relacionados con un proceso conocido como efecto priming.

El efecto priming esta relacionado con la actividad de la NADPH oxidasa y consiste en un proceso
mediante el cual los neutréfilos pasan de un estado basal a un estado “primed” o “cebado”, que
actualmente se conoce como una respuesta mejorada frente a estimulos activadores (Hughes,
Stewart, Barclay, & Govan, 1997). Generalmente se ha descrito que los neutréfilos se encuentran
en estado de reposo o en estado activado, sin embargo, el estado cebado implica que deben existir
algunos estados intermediarios de activacion, antes de lograr una activacion completa (EI-Benna,
Dang, & Gougerot, 2008); Hughes et al., 1997). Desde este punto de vista el efecto priming indica
que los neutréfilos estan listos para producir una respuesta frente a un estimulo que permita su

activacién completa (Miralda, Uriarte, & McLeish, 2017).
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Diferentes agentes inducen el estado priming en neutréfilos, como es el caso de los agentes
inflamatorios fisiolégicos como PAF, péptidos formilados como el fMLP en bajas
concentraciones, citoquinas proinflamatorias y adipocinas como TNF-a (induce un efecto priming
intenso), IL-1B, IL-18 (efecto priming leve) y algunos compuestos agonistas de TLR (del inglés

Toll-Like Receptor) como el LPS (Dewas, Dang, Gougerot, & Benna, 2003; Hughes et al., 1997).

La activacion de las vias ERK1/2 y p 38 por parte del aceite vegetal de semillas podria estar
relacionada con el efecto priming de los neutrofilos, ya que estudios lo han relacionado con la
activacion parcial de las vias de sefializacion MAPK, debido que la mayoria de agentes inducen la
fosforilacion de la tirosina y por ende la activacion de estas vias, sin activar totalmente la NADPH

oxidasa (Hughes et al., 1997).

Sumado a lo anterior, se demostré que las concentraciones de aceite vegetal de semilla
utilizadas en esta investigacion no ejercen efectos negativos sobre la viabilidad de los neutréfilos.
Relacionando estos resultados con la activacion que produce el aceite sobre las vias de
sefializacion, hace pensar que los acidos grasos que lo componen induce el estado o efecto priming,
ya que, si estuviera asociado a una activacion total de estas células, se hubieran desencadenado
diferentes mecanismos de respuesta, como liberacién de NETS, estallido respiratorio, apoptosis
entre otros, lo cual se hubiera reflejado muy posiblemente en una disminucion drastica de su

viabilidad (Mocsai et al., 2000; Patifio, 2009).
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Los componentes del aceite vegetal de semillas pueden influir de manera diferencial en la
fosforilacion de p38 y ERK1/2. En el estudio realizado por Masson et al. (2008) Se caracterizaron
los componentes presentes en el aceite de semilla de C. candamarcensis, encontrando que contiene
72,53% de acidos grasos monoinsaturados, principalmente &cido oleico (71%), 13,86% de &cidos
grasos poliinsaturados (linoleico 13,16% y linolenico 0,7%) y 13,61% de &cidos grasos saturados

como el palmitico (9,53%) y esteérico (3,46%).

Huang et al. (2012) evidenciaron que el laureato y el acido hexadecandico (palmitico), activan los
receptores NOD, TLR-4 y TLR-2, en parte al inducir fosforilacién de las vias ERK, JNK y NF-
kB, resultando en la expresion de COX-2 y TNF-o en macrofagos murinos derivados de la linea
RAW?264. Ademés encontraron que activa diferentes vias de sefializacion corriente abajo del TLR-
2 y TLR-4, mediante la activacién de ERK, INK y NF-kB p65 conduciendo a la sintesis de 1L-8
en monocitos humanos. Por otro lado el &cido graso linoléico acido (9Z,11E)-octadeca-9,11-
dienoico, actta en células dendriticas murinas maduras, induciendo un incremento en la expresion
del mRNA y sintesis de IL-10 y del IL-10R, debido a que activa la via ERK1/2 e inhibe la
degradacion del IkBa, dando como resultado la inhibicion transcripcional de 1L-12 y de otros
genes pro-inflamatorios, mediados por la inhibicidon de la activacion de del NF-xB (Loscher et al.,

2005).

Con base en lo anterior se puede evidenciar una posible relacion entre los acidos grasos
presentes en el aceite de semilla y la activacion de las vias de sefializacion p 38 y ERK1/2, sin

embargo, es necesario caracterizar los componentes del aceite utilizado, debido a que pueden
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variar con respecto a los reportados en la literatura, esto podria explicar mas claramente el papel

de los &cidos grasos sobre estas vias.
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8. CONCLUSIONES

Los ajustes realizados al protocolo de Western blot permitieron la deteccion de las
proteinas objeto de estudio ERK1/2 y p38. Esta técnica demostrd ser reproducible,

especifica y sensible para la deteccion de estas proteinas.

El aceite vegetal de semillas de frutos maduros de Carica candamarcensis activa la
fosforilacion de las vias de sefializacion ERK1/2 y p 38 MAPK en neutréfilos humanos, lo
cual esta posiblemente relacionado con el efecto priming, que prepara a estas células para

producir una respuesta inmediata frente a un estimulo que completa su activacion.

El macerado total de frutos maduros de Carica candamarcensis presenta una potencial
capacidad antioxidante, relacionada posiblemente con compuestos fendlicos que se

encuentran en esta planta.

El aceite vegetal y el macerado total de frutos maduros de Carica candamarcesis no afectan

la viabilidad de los neutréfilos indicando la ausencia de efectos tdxicos sobre estas células.
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9. RECOMENDACIONES

Es necesario con los estudios que permitan determinar el efecto del macerado total de frutos
maduros de C. candamarcesis sobre la fosforilacion de las vias de sefializacion ERK1/2 y
p 38 que permitan el ajuste y normalizacion de los resultados que se obtuvieron en la

presente investigacion.

Se recomienda realizar una caracterizacion de los compuestos presentes en los extractos de

C. candamarcensis, que permitan complementar los resultados obtenidos.
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11. DIFUSION DE RESULTADOS

Los resultados de actividad antioxidante del macerado total de frutos maduros de C.
candamarcensis fueron sustentados en el en el marco del LIV CONGRESO NACIONAL & V
INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, realizado en el Centro de Convenciones de

Monteria, del 20 -24 de mayo 2019, como ponencia tipo poster (anexo 3)
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13. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONANTES DE
SANGRE PERIFERICA

Este Formulario de Consentimiento Informado se dirige a hombres y mujeres mayores de edad
gue de manera voluntaria desean donar 5 ml de sangre para aislar neutrofilos necesarios para el
desarrollo de la investigacion: “Evaluacion del efecto inmunomodulador de los extractos de frutos
maduros de Carica candamarcesis asociado a la activacion del neutrofilo”

Nombre del Investigador Principal: Jaqueline Mena Huertas
Nombre de la Organizacion: Universidad de Narifio

Nombre del Patrocinador: Departamento de Biologia — Grupo de investigacion Salud Publica
Entidad Financiadora: Vicerrectoria de Investigaciones — CESUN (Universidad de Narifio).

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

e Informacion (proporciona informacion sobre el estudio)
» Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)

Se le dara una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

PARTE I: Informacion General
Introduccidn

Nos gustaria invitarte a participar en un estudio cientifico que pretende evaluar algunas
propiedades de los extractos de los frutos maduros de “Chilacuan”; este estudio se realizara en la
Universidad de Narifio con apoyo cientifico del Centro de Estudios en Salud y el Departamento de
Biologia de la Facultad de ciencias de la Universidad de Narifio.

Particularmente, este estudio pretende evaluar el efecto de extractos de frutos maduros de
Chilacuan sobre neutrofilos aislados de sangre humana, pues los neutréfilos son las primeras células de
defensa de nuestro organismo y el efecto que tengan estas sustancias sobre la liberacion de algunas
moléculas como la matriz metaloproteinasa 9, podria contribuir a formular a futuro un alimento o
farmaco que ayude a tener un mejor manejo de procesos inflamatorios, disminuyendo el riesgo de
desarrollo de algunas enfermedades como el cancer gastrico.
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Si no entiende, tiene dudas o necesita alguna aclaracion en relacion a la naturaleza del estudio
no dude en preguntarnos, procuraremos despejar sus inquietudes. Recuerde que tampoco tiene que
decidir hoy si desea participar en esta investigacion, antes de decidirse puede hablar con alguien y/o
consultar sobre el tema de investigacidn hasta que se sienta completamente seguro(a) de participar.
Recuerde que su participacién es voluntaria asi que es usted quien decide participar o no en ella sin
gue esto traiga ninguna consecuencia adversa.

Si decides participar entonces:

+ Inicialmente le preguntaremos sobre su salud general y sus habitos alimenticios.

» Un profesional de salud tomara una muestra de sangre de aproximadamente 5 ml (una cantidad
similar a la que se requiere para andlisis de laboratorios), de tu brazo. En el procedimiento se
desinfectard la zona de toma de muestra, se realizard un pequefio pinchazo y se extraera la sangre
en un tubo vacuntainer con anticoagulante; finalmente, se limpiaria nuevamente la zona del
pinchazo y se hara presion sobre el para estimular la coagulacion.

» La muestra obtenida de sangre sera procesada inmediatamente para obtener los neutrofilos
presentes en ellas y se haran exclusivamente las pruebas necesarias para esta investigacion. No
se almacenara la muestra ni se utilizara para ningin propdsito diferente al de esta investigacion.

Riesgos: La toma de sangre normalmente NO genera ningun riesgo para la salud. Sin embargo,
en casos extremos se podria causar una pequefia perforacién venosa que podria generar un hematoma
(morado), que normalmente desaparece a los pocos dias de la toma de muestra. Si hubiese una
complicacidn adicional, puede acudir a nuestro laboratorio y se remitira a un profesional de salud que
se encargue de valorarlo y medicarlo si es necesario; en estos casos los gastos correran por cuenta del
proyecto de investigacion.

Molestias: Generalmente las molestias son menores, son similares a las que se presentan al
tomar una muestra de sangre para analisis de laboratorios, esto incluye el pequefio dolor durante el
pinchazo de la extraccidn de sangre, y eventualmente la formacion de un pequefio hematoma (morado)
de normalmente desaparece a los pocos dias de la toma de muestra.

Beneficios: Al participar estaria contribuyendo en el desarrollo de conocimiento cientifico de
una planta regional promisoria como lo es el Chilacuan, adicionalmente los resultados podrian
contribuir a futuro para sugerir un nuevo alimento y/o farmacéutico derivado de esta planta con
potencial de tratamiento preventivo para evitar el desarrollo de cancer.

Derecho a negarse o retirarse: Usted no tiene por qué tomar parte en esta investigacion si no
desea hacerlo. Puede dejar de participar en la investigacion en cualquier momento que quiera. Es su
eleccion y todos sus derechos serdn respetados

A Quién Contactar: Si tiene cualquier pregunta puede hacerlas ahora o mas tarde, incluso
después de haberse iniciado el estudio. Si desea hacer preguntas mas tarde, puede contactar cualquiera
de las siguientes personas:

» Jaqueline Mena Huertas. Docente Universidad de Narifio. Departamento de Biologia. Blogue 3,
Cuarto Piso, Ciudad universitaria Torobajo. Pasto. e-mail: jmenahuertas@ymail.com Celular:
3168250375
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» Maria Clara Yépez Ch. Docente Universidad de Narifio. Directora Centro de Estudios en Salud
Bloque Tecnoldgico Primer piso. Ciudad Universitaria Torobajo. Pasto. E-mail :

mcych@udenar.edu.co. Teléfono (52) 7312283

PARTE Il: Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigacion un estudio cientifico que pretende evaluar
algunas propiedades de los extractos de los frutos maduros de “Chilacuan”; este estudio se realizard en
la Universidad de Narifio con apoyo cientifico del Centro de Estudios en Salud y el Departamento de
Biologia de la Facultad de ciencias de la Universidad de Narifio. Para ello haré donacién de 5 ml de
sangre de la cual se aislaran neutréfilos para este estudio. He sido informado de que los riesgos son
minimos y pueden incluir solo la formacién de un moretdn en la zona donde se hace la puncion para
extraer la sangre. Sé que puede que no haya beneficios directos para mi persona y que no recibiré
compensacion econdmica alguna. Se me ha proporcionado el nombre de dos investigadores que pueden
ser facilmente contactados usando el nombre, la direccion, el e-mail y el teléfono que se me ha dado de
estas personas.

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado.

Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como donante de sangre y entiendo
gue tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que me afecte en
ninguna manera.

Nombre del Participante

Documento de Identificacion

Firma del Participante

Fecha

Nombre del Investigador

Firma del Investigador

Fecha

Dia/mes/afio

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de Consentimiento
Informado (iniciales del investigador/asistente)



Anexo 2. Permiso de Corponarifio para la colecta de material vegetal.
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Anexo 3. Certificado de ponente.

ASOCIACION COLOMBIANA
DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Hace constar que el trabajo titulado

ACCB-0138 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL MACERADO TOTAL “
DE LOS FRUTOS MADUROS DE Carica candamarcensis (L)

Por los investigadores:

Nelly Paola Ordoniez, Jaqueline Mena Huertas, Nathalia Patifio, Luis Ignacio.
Goémez Cumbal

Fue presentado en el marco del LIV CONGRESO NACIONAL &
V INTERNACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, realizado en el Centro
de Convenciones de Monteria, del 20 -24 de mayo 2019.
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Jesus, leﬂteros Correa, P]\D
Presxdel;lte del Congreso




