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RESUMEN

En la actualidad la stevia se usa como edulcorante para diabéticos y en productos para
bajar de peso. La stevia es prometedora como agente inmunomodulador !, pues acttia
mediante la estimulacién de la inmunidad celular y la funcion fagocitica. Por otro lado,
el 6xido nitrico (NO) se ha reportado que cumple un rol importante en la respuesta
inmune, pero su produccién no regulada ha sido asociada a diversas patologias (ej.
inflamacidn cronica). EI NO puede causar dafio en los tejidos adyacentes, por lo que
requiere un control en su produccion, en sus efectos y en su papel como mensajero

celular.

En el presente trabajo de investigacion se utiliz6 un extracto acuoso de Stevia
rebaudiana para evaluar su efecto sobre la viabilidad, produccion de NO y produccion

del gen INOS en macréfagos peritoneales.

Los macrofagos fueron obtenidos de la cavidad peritoneal de ratas blancas (Rattus
norvegicus) variedad Wistar de aproximadamente unos 3 a 4 meses de edad con pesos
entre 300 a 400 gramos. El extracto fue incubado con los macréfagos en diferentes

concentraciones: 25, 50, y 100 pg/mL.

Inicialmente, se utilizd el método de MTT (metil tiazol tetrazolium) para evaluar el
efecto del extracto sobre la viabilidad de los macrofagos a las 12, 24 y 48 horas.
Asimismo, se determind la produccién de NO a las 1.5, 3, 6, 12 y 24 horas de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

tratamiento con las concentraciones mencionadas arriba usando la técnica del reactivo
de Griess. Finalmente, se obtuvo el RNA vy se realizo la sintesis de cDNA (ADN

complementario) usando la técnica de PCR para evaluar la expresion del gen iNOS.

Los resultados obtenidos demuestran que el extracto de Stevia rebaudiana no afecto
significativamente (P>0.05) la viabilidad de los macréfagos a los tiempos y
concentraciones evaluadas. Asimismo, el extracto provocé una disminucion
significativa (P<0.05) en la produccion de NO en una manera dependiente de la
concentracion (a mayor concentracion de extracto de Stevia rebaudiana, menor
produccion de NO). Finalmente, el tratamiento fue capaz de disminuir la expresion del
RNA mensajero (MRNA) del gen INOS en una manera dependiente de la
concentracion luego de 3 horas de tratamiento.

En conclusion, tratamientos con mayores concentraciones de Stevia rebaudiana
produjo menores concentraciones de NO y menor expresion del gen iNOS. Estos
resultados nos indicarian que la Stevia rebaudiana podria ser usado para la regulacion
de la presion arterial en individuos con problemas de vasodilatacion arterial.

Palabras clave: Stevia rebaudiana, extracto, macréfagos, MTT, RNA, cDNA, PCR,
oxido nitrico, gen iNOS.
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ABSTRACT

Currently, the stevia is used as a sweetener for diabetics and in products for losing
weight. The stevia is promising as an immunomodulatory agent because it stimulates
the cellular immunity and the phagocyte function. On the other hand, the nitric oxide
(NO) has been reported to play an important role in the immune response, however its
unregulated production may be associated to several pathologies (e.g., chronic
inflammation). The NO may cause damage to the adjunct tissues. Therefore, its
production needs to be controlled, especially in its effects and role as cellular
messenger.

In this study, it has been used the Stevia rebaudiana to evaluate its effect on the
viability, production of NO and production of gen iINOS in peritoneal macrophages.

The macrophages were obtained from the peritoneal cavity of white rats (Rattus
norvegicus) variety Wistar between 3 to 4 mo and 300 to 400 gr weight. The stevia
extract was incubated with the macrophages in different concentrations: 25, 50, y 100

pg/mL.

Firstly, the method of MTT (metil tiazol tetrazolium) was used to evaluate the effect
of the extract on the viability of the macrophages at 12, 24, and 48 hours. Likewise,
the production of NO was determined at 1.5, 3, 6, 12 y 24 hours of treatment with the
above concentrations and using the reactive Griess. Finally, the RNA was obtained
and the cDNA (complementary DNA) was synthesized using the PCR to evaluate the

expression of the gen iNOS.

Our results shown that the Stevia rebaudiana did not affect significantly (P>0.05) the
viability of macrophages to the evaluated time and concentrations. In addition, the
decreased significantly (P<0.05) the production of NO in a concentration dependant
manner (the greater concentration, the lesser production of NO). Finally, the treatment
was able to of decrease the expression of messenger RNA (mRNA) of the gen iINOS

in the same manner described above after 3 hours of treatment.
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In conclusion, treatments with greater concentration of Stevia rebaudiana induced
lesser concentrations of NO and lesser expression of the gen INOS. These results may
indicate that the Stevia rebaudiana may be used to regulate the arterial blood pressure

in patients with problems of arterial vasodilatation.

Key words: Stevia Rebaudiana, Extract, macrophages, MTT, RNA, mMRNA, cDNA,
PCR, Nitric Oxide, gen iNOS.
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INTRODUCCION

Durante siglos, los pueblos indigenas guaranies de Paraguay usaron las hojas de la
Stevia como edulcorante natural para el mate y otras infusiones. Tradicionalmente,
secaban las hojas y las usaban para endulzar, las masticaban para percibir su sabor
dulce o las empleaban en la medicina tradicional. El naturalista suizo Moisés Bertoni
fue el primero en describir la especie que crecia en el Alto Parana. Posteriormente, el
quimico paraguayo Ovidio Rebaudi publicé en 1900 el primer analisis quimico que se
habia hecho de ella. La especie fue bautizada oficialmente por Bertoni en su honor
como Eupatorium rebaudiana, o Stevia rebaudiana. Ovidio Rebaudi consiguio aislar
los dos principios activos, conocidos actualmente como el “esteviosido” y el
“rebaudiosido” 2.

Sin embargo, las dificultades para la germinacién de las semillas hicieron que un
intento de exportarlas a Gran Bretafia para cultivarlas comercialmente durante la
Segunda Guerra Mundial resultara infructuoso. En la década de 1970, Japdn fue el
primer pais en adoptar comercialmente el uso de la Stevia. En Paraguay el cultivo a
gran escala comenzo en esos afios Yy, desde entonces, se ha introducido paulatinamente
en los mercados de todas partes del mundo: Argentina, Francia, Espafia, Colombia,
Bolivia, Peru, Corea, Brasil, México, Estados Unidos, Canada, y sobre todo en China,
hoy el principal productor, Malasia, Australia y Nueva Zelanda, entre otros 3. Tanto
las hojas secas como el extracto de las mismas se han ido empleando como sustitutos
del ciclamato, la sacarina y otros edulcorantes artificiales, con el claro beneficio de ser
natural 4.

Su uso se fue aprobando en la forma de aditivos alimentarios en muchos paises de todo
el mundo y en 2008 en Estados Unidos, los extractos altamente purificados recibieron
la categoria de GRAS (Generally Recognized As Safe: sustancia reconocida como
segura). En Europa su uso como alimento ha sido aprobado por la Unién Europea en
noviembre de 2011, aunque durante el 2010 hubo una ventana legal en la

comercializacion que permitié su distribucion en Francia °.
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Hipotesis
Si la Stevia rebaudiana posee efecto vasodilatador, es posible que la incubacion de

macréfagos en un medio de cultivo conteniendo extracto de Stevia rebaudiana pueda

disminuir la produccion de éxido nitrico (NO) e inhibir la expresion del gen iNOS.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar el efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la produccion de NO

y la expresion del gen éxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en macr6fagos murinos.

Objetivos especificos

1. Obtener el extracto acuoso de Stevia rebaudiana.

2. Evaluar el efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana en la viabilidad celular
de macroéfagos por metil tiazol tetrazolium (MTT).

3. Evaluar el efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana en la concentracion de
6xido nitrico en un cultivo de macr6fagos murinos.

4. Evaluar la expresion del gen iNOS en un cultivo de macréfagos por Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR).
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CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Stevia rebaudiana

La stevia es una planta de la especie Stevia rebaudiana de la cual se obtienen varios
beneficios como endulzante. Esta planta cuyo nombre cientifico es Stevia Rebaudiana
Bertoni es una asteraceae de la familia de los crisantemos (Crysanthemum
Compositae), planta originaria de la flora sudamericana que se criaba
espontaneamente en el habitat semiarido de las laderas montafiosas de Paraguay. Fue
descrita por primera vez en 1887 por el cientifico Antonio Bertoni, sin embargo; los
indios guaranies ya la utilizaron desde tiempos precolombinos, endulzando sus
comidas y bebidas, ellos la llamaron “kaa- hee”, que significa “hierba dulce”. La planta
es herbacea y perenne, con hojas simples tal como se observa en la figura 1,

inflorescencia capitular y frutos denominados botanicamente aquenios ©.

Figura 1 Stevia Rebaudiana *®

El cultivo puede realizarse en la mayoria de los suelos de los paises célidos o
templados. La planta puede crecer relativamente bien y se puede adaptar a gran
variedad de terrenos y climas. ElI género es nativo de regiones subtropicales y
tropicales de Sudamérica, Centroamérica y México, con varias especies que pueden

ser encontradas tan al norte como Arizona, Nuevo México y Texas °.
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Los glucdsidos de esteviol encontrados en las hojas de Stevia rebaudiana, con sus

respectivos porcentajes son:

Estevidsido (5-10%) CasHsoO1s; Rebaudidsido A (2—-4%) CasH70023; Rebaudiosido C
(1-2%) CasH70022; Dulcosido A (0.5-1%) CsgHeoO17; Rebaudidsido B CsgHeoOus;
Rebaudiésido D CsoHgoO2s; Rebaudidsido E CasH70023. Los Gltimos tres se encuentran

presentes Unicamente en cantidades minGsculas ’.

Los extractos refinados de Stevia rebaudiana, polvo blanco conteniendo 85 - 95% de
estevidsido, son 200 a 300 veces mas dulces que el azlcar. La Stevia rebaudiana
endulza mas y sin los efectos negativos que produce el consumo de azlcar blanca, esto
hace que Stevia rebaudiana sea un buen sustituto natural, completamente seguro para
los diabéticos. Se puede emplear la Stevia rebaudiana en extractos crudos (hoja de
plantas criollas), asi como en presentacion liquida o sélida de color oscuro, ya que al
ser procesados los extractos en laboratorio podemos obtener un poderoso edulcorante
y sustituto del aztcar. La Stevia rebaudiana puede usarse de muchas formas, cada una
de ellas con una presentacion diferente: como una simple infusion, en forma liquida o
en forma de cristales solubles, y cada una de estas tendra diferentes propiedades o
aplicaciones. Muchos de los usos de Stevia rebaudiana son conocidos, como:
edulcorante de mesa, en bebidas, en pasteleria, en dulces, en confituras, en
mermeladas, en yogures, en chicles, etc. El mercado de Stevia rebaudiana es atractivo
por su crecimiento en volumen y precios, por lo que representa una magnifica
oportunidad de diversificacion agricola e introducir el cultivo orgéanico de este

producto exportable en nuestro pais ’.

El gusto de Stevia rebaudiana tiene un comienzo lento y una duraciéon mas larga que
la del azlcar, y algunos de sus extractos pueden tener un retrogusto amargo o a regaliz

en altas concentraciones .

Esta planta tiene excelentes propiedades edulcorantes y medicinales, destacando su
accion antidiabética. Se han realizado muchos estudios de los cuales se deduce que es
una planta antiacida, antibacteriana bucal, cardiotonica, digestiva, diurética,
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edulcorante, hipoglucemiante, hipotensora, mejoradora del metabolismo vy
vasodilatadora. Tiene efectos beneficiosos en la absorcion de la grasa y la presion

arterial .

Las investigaciones médicas que se han realizado acerca de ciertas especies del género
han demostrado sus posibles beneficios en el tratamiento de la obesidad y
la hipertension arterial. EI consumo de los extractos de sus plantas tiene un efecto
insignificante sobre los porcentajes de glucosa en la sangre, lo que también hace

atractivos a estos para usos no medicinales como edulcorantes naturales ’.
1.1.1. Taxonomia

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Sub clase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Stevia

Especie: Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni

La Stevia rebaudiana es una planta subfruticosa, con tallo anual, sub-lefiosa,
levemente pilosa en las extremidades, es ramificada formando multiples brotes con
tendencia a inclinarse pudiendo alcanzar hasta 1.20 m de altura (Anexo 1). La raiz es
perenne, fibrosa, filiforme, abundante, formando cepa. Las hojas son pequefias (5 cm
de longitud y 2 cm de ancho), lanceoladas, muy dulces, festonadas, opuestas en
verticilos alternados, sésiles; la parte mas ancha de la hoja se encuentra en la mitad de
la parte superior. Las flores se hallan dispuestas en capitulos pequefios (7-15 mm),
terminales o auxiliares y agrupadas en paniculas corimbosas, de I6bulos blancos. El
fruto es un aquenio delgado y plumoso 8.
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1.1.2. Etimologia

Stevia: En honor al botanico espafiol Pedro Jaime Esteve (1500-1556), profesor de
Fisica y Matemaéticas en la Universidad de Valencia, que investigdb por primera
vez Stevia rebaudiana, entre otras plantas que llegaron de América a Valencia.

1.1.3. Carcinogenicidad y genotoxicidad

Hasta el momento no se ha demostrado que la Stevia rebaudiana ni sus componentes
presenten capacidad carcinogénica ni genotoxica, hecho constatado con experimentos
con consumo de altas dosis de estevidsidos in vivo que fueron eliminados a las pocas
horas de su consumo sin producir efectos adversos ° e in vitro, siendo las conclusiones
que reportaron estos estudios confirmados por la JECFA (Joint Expert Committee on
Food Additives) *°.

1.1.4. Control y legislacion mundial y europea

Hasta el momento actual, la regulacién sobre el consumo, venta y utilizacion de la
Stevia rebaudiana y de los glucésidos de esteviol como edulcorante a nivel europeo
ha sufrido diversas modificaciones a lo largo de los afios. La evaluacion sobre la
seguridad alimentaria de la Stevia rebaudiana se habia llevado a cabo a través del SCF
(Scientific Committee on Food) desde 1984 hasta 1999, quien, a lo largo de sus
revisiones, considerd que el uso de los glucdsidos de esteviol era toxicologicamente
no aceptable debido a la falta de datos que confirmaran la seguridad de su uso. A nivel
internacional el JECFA se encargd en 2008 de la revision de la seguridad del uso y
consumo de los glucosidos de esteviol . Ese mismo afio, la FDA (Food and Drug
Administration) en Estados Unidos y la EFSA (European Food Safety Authority) en
Europa, aprueban la utilizacion de los glucésidos de esteviol como edulcorantes.
Posteriormente se transfirieron las funciones a la EFSA, que, en 2010, y sdlo tras la
revision a nivel internacional de la JECFA de 2008, publicaron por primera vez a nivel
europeo una opinidn cientifica que respaldaba la seguridad en el uso de los glucésidos
de esteviol como edulcorantes alimentarios °. En Europa, el uso y comercializacion de

los aditivos alimentarios, estan regulados por el Reglamento (CE) n° 1333/2008 del
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Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de 2008, sobre los aditivos
alimentarios; y modificado por maltiples reglamentos de afios posteriores. En lo que
respecta a los glucésidos de Stevia rebaudiana, se modifica fundamentalmente en el
Reglamento (UE) n° 1131/2011 de 11 de noviembre de 2011, basandose en la opinién
cientifica reportada por la EFSA, por lo que, a partir de dicha fecha, los glucésidos de
esteviol son incluidos como aditivos alimentarios. Con posterioridad, en el extenso
Reglamento (UE) n° 231/2012 de 9 de marzo de 2012, se establecen las
especificaciones pertinentes de todos los aditivos alimentarios entre los que se

encuentra la Stevia rebaudiana en forma de glucosidos de esteviol 2,

Asi mismo han sido publicadas, de forma posterior y hasta la fecha, numerosas
modificaciones que regulan su utilizacion en grupos de alimentos que no estaban
incluidos en el Reglamento (UE) n° 1131/2011, tales como: - Frutas y hortalizas para
untar, tipo confituras y mermeladas (Reglamento (UE) N° 913/2013) - Mostaza
(Reglamento (UE) 2016/441) - Bebidas de valor energético reducido (Reglamento
(UE) 2016/479). En lo relativo a la venta y consumo de la propia planta de Stevia
rebaudiana, ésta se encuentra bajo la consideracion de “nuevo alimento” o “nuevo
ingrediente alimentario” pero carece de la autorizacion pertinente por parte de la Union
Europea que permita su comercializacién. Si bien algunos paises de la Union Europea
mediante la aplicacidén de determinadas normativas han conseguido la distribucion y
venta de la planta de Stevia rebaudiana y de sus hojas secas, en Espafia no esta

permitida 2.
1.1.5. Ingesta diaria admisible (IDA)

El JECFA a nivel internacional se ha encargado de la revision de la seguridad de su
uso y consumo, estableciendo desde 2008 una IDA para nifios y adultos de 4 mg/kg
de peso/dia 1, y que ha mantenido a lo largo de sus revisiones posteriores. Dicha IDA
fue ratificada a nivel europeo por la EFSA, y posteriormente reflejada en el
Reglamento (UE) n° 1131/2011 de 11 de noviembre de 2011 *2,
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1.2. Oxido nitrico

La historia del descubrimiento del NO es relativamente nueva los estudios datan de
finales del siglo IX y principios del siglo XX. En 1992 fue reconocida la enorme

importancia del descubrimiento del NO, cuando fue nominada como la "molécula del

afio" por la revista Science 3. En la figura 2 se puede observar la molécula de NO.

N

Oxido Nitrico
Figura 2 Estructura molecular 6xido nitrico *3

Las investigaciones sobre el NO en fisiologia humana se iniciaron con el papel de la
regulacién de la presion sanguinea, los descubridores de este mecanismo los doctores
Ignarro, Furchgott y Murad quienes obtuvieron el premio Nobel de Medicina en 1998.
Los mismos que demostraron que existia un sinnUmero de acciones fisiologicas,

bioquimicas y patolégicas en las que actuaba directa e indirectamente 3.

Algunos investigadores lograron descubrir que los macréfagos producian NO después
de detectar agentes patdgenos, y asi eliminar varias células infectadas. Las
investigaciones sobre las acciones del NO sobre el sistema cardiovascular y en la
respuesta inmunoldgica se desarrollaron casi simultaneamente, y poco después se da
inicio al estudio fisioldgico en diversos sistemas bioldgicos como en el sistema

nervioso (hipocampo, area olfativa, area visual) digestivo, pulmonar 3.

Mencionar al 6xido nitrico, es referirse a un elemento natural en forma de gas, que se
encuentra presente en el organismo de los mamiferos y también puede conseguirse
abundante en el aire, como producto de la combustion del parque automotor y de las
plantas de energia. En modo natural, es un gas incoloro y poco soluble en agua; sin

embargo, la industria farmacéutica, luego de varias pruebas, ensayo y error, ha logrado
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ponerlo en repisas en forma de suplemento. El uso de estos suplementos, estd
extendido, especialmente entre los atletas de alto rendimiento, quienes los utilizan
como coadyuvante, para aumentar su indice de resistencia cardiaca y para reducir el
tiempo de recuperacion de los musculos y las lesiones 3. Las propiedades fisicas que

presenta este compuesto son:

e Masa molecular: 44.013 g/mol.

e Temperatura de ebullicién: -89.5° C

e Temperatura critica: 36.4° C

e Presion critica: 72.6 bar

e Densidad del gas (20° C, 1 bar): 1.843 g/mL.
e Densidad del liquido (p.e, 1 atm): 1.222 g/mL.

e Calor latente de vaporizacion: 89.9 cal/g.

El NO es producido por una amplia variedad de tipos celulares que incluyen células
epiteliales, nerviosas, endoteliales e inflamatorias. La biosintesis de NO se produce en
el proceso de conversion metabolica de L-arginina a L-citrulina. Esta reaccion es
catalizada por la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS), de la cual se han identificado
varias isoformas. La isoforma cNOS o isoforma constitutiva a la vez engloba dos
isoformas; la isoforma endotelial que se encuentra mayoritariamente en las células
endoteliales de la pared de los vasos (eNOS 6 NOS tipo Il1) y la isoforma neuronal,
gue se encuentra mayoritariamente en la médula espinal, cerebro y sistema nervioso
periférico (NNOS 6 NOS tipo I). Estas isoformas constitutivas estan reguladas por la
concentracion de calcio intracelular y por el complejo Ca*?/calmodulina. Se
encuentran en el citosol y se producen de forma continua durante periodos cortos de

tiempo y en pequefa cantidad 2.

Existe otra isoforma denominada inducible o tipo macrofago (iNOS) que es inducida

por estimulos inmunolégicos o inflamatorios. Se produce en grandes cantidades
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durante periodos de tiempo prolongados. Su produccion es independiente de la
concentracion de calcio intracelular, produciendo abundante NO y ocasionando con

frecuencia reacciones que dan lugar a efectos indeseables 3.

Todas las isoformas de la NOS, utilizan para la sintesis de NO, L-Arginina, NADPH
(Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato) y oxigeno como sustratos asi como
observamos en la figura 3. Para que se produzca el NO, también se necesita
tetrahidrobiopterina ~ (H4B),  flavin  adenina  dinucledtido  (FAB) vy
Flavinmononucleétido (FMN), el grupo hemo y Ca*?/calmodulina como cofactores de

la reaccion 4.

La sintesis de NO puede verse disminuida por accion de los inhibidores de la NOS 6
por otras sustancias. Entre los inhibidores de la NOS, destacan la Nmonometil-L-
arginina (L-NMMA) y la N-N-dimetil-L-arginina asimétrica (LADMA), que en
condiciones fisiologicas estan en baja concentracion, elevandose en condiciones
patoldgicas. Otros inhibidores como la Nnitro-L-arginina (L-NNA), la L-nitro-
arginina-metil-ester (L-NAME) y la Niminoetil-L-ornitina (L-NIO) inhiben
preferentemente las formas constitutivas y la N-amino-L-arginina y laaminoguanidina

inhiben la isoforma inducible selectivamente 4,

El NO una vez sintetizado, difunde pasivamente a las células subyacentes donde
produce un aumento intracelular del guanosin-monofosfato-ciclico (GMPc) mediador

de sus efectos fisioldgicos, produciendo la contraccion del musculo y la dilatacién del

vaso =,
+ H COOr " ﬁH CoOr » ﬁ H Co0O"
HaiM " [T,
3 0, ! 0, !
\ - \ - + NO°
1.0 NﬁDPH\!H 5 0.5 NﬂDPH\H o
HM + 2 HN + 2 HM
J=NH, »y=N-OH =0
H,N HN H,N
L-arginina L-citrulina

Figura 3 Formacion de NO #
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1.2.1. Sistema Cardiovascular.

El NO tiene una funcion vasodilatadora endégena que contribuye a la regulacién de la
presion arterial 1°. Se ha comprobado que inhibe la agregacion plaquetaria, y que se
opone a la adhesion de las plaquetas a fibras de coladgeno y otras proteinas adhesivas
18, Protege contra la hipoxia pulmonar, controla la circulacion colateral y esta

implicado en el proceso fisiologico de ereccion del pene 7.

Su relevancia clinica en determinadas patologias se debe a su implicacion en estas

funciones.

En insuficiencia cardiaca congestiva, existe un aumento de los radicales libres del
oxigeno, lo que ha llevado a postular que se produzca una inactivacion del NO. Existen
estudios que relacionan concentraciones fisiologicas de NO en circulacion coronaria
con una contractibilidad, mientras que concentraciones mayores se asocian a un
descenso de la misma *’. Es decir, el NO a dosis altas produce un efecto inotropico
negativo y a dosis bajas un efecto inotrépico positivo, siendo por tanto dosis bajas de
NO dtiles en insuficiencia cardiaca congestiva 13.

En hipertension arterial esencial, el NO se encuentra disminuido. La liberacion del NO
estd implicada en la regulacion de la presion arterial por distintos mecanismos. Uno
de ellos es por estimulacién de la guanilato ciclasa soluble (GCs) la cual convierte al
GTP en GMP ciclico, promoviendo de este modo la relajacion vascular. Otro posible
mecanismo es por la inhibicion que el NO puede ejercer sobre el citocromo P450
(CYP). La disminucion de la produccion de NO produce un defecto en la
vasodilatacion. Asi mismo se produce un aumento de la adhesion y agregacion
plaquetaria, la quimiotaxis de monocitos y su adhesion endotelial, aumenta la
proliferacién de las células musculares lisas, lo que favorece la aparicion de la

hipertension arterial esencial 2.

En la hipertension inducida en el embarazo, tiene lugar una disminucién en la
produccién de NO en las células endoteliales, el cual esta elevado en el embarazo
normal. EI NO en el embarazo esta implicado en la regulacion de la funcién
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inmunitaria, plaquetaria y en el mantenimiento de la homeostasis sanguinea tal como
se observa en la figura 4. Su déficit, por tanto, en mujeres preemclapticas esta asociado
a una vasoconstriccion prolongada y al aumento de la agregacion plaquetaria 3

Exercise and Nitric Oxide Homeostasis

Figura 4 Ejercicio y homeostasis del 6xido nitrico®

1.2.2. Sistema Digestivo

Las acciones del NO en el tubo o aparato digestivo pueden ser directas ejercidas por
el mismo, o indirectas a través de reacciones con otras moléculas. Entre las reacciones
directas esta la reaccion con la guanilato ciclasa produciendo CMPc el cual tiene
efectos regulatorios e inhibitorios en la inflamacion. Pequefias cantidades de NO
estimulan la produccién de prostaglandinas (PG) esenciales en los mecanismos de
citoproteccion de la mucosa del tubo digestivo. La sobre produccién de NO por
activacion de la NOS induce la inhibicién de la ciclooxigenasa (COX), alterando el

efecto barrera de la mucosa *8.

Entre las reacciones indirectas, estan las relacionadas con la dinitrégeno tridxido
(N203) y peroxi-nitrito (ONOO) producidos por la reaccion del NO con los radicales
superéxido. Los Oxidos formados actlan como oxidantes y en reacciones de

nitrosacion. Las nitrosaminas y nitrosotioles originados se han relacionado con la
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inflamacion cronica y con reacciones de nitrogenididad. EI NO a nivel de la mucosa
gastrica incrementa el flujo sanguineo e inhibe la adherencia de leucocitos al endotelio
en la microcirculacion gastrica. Por tanto, es un factor protector de la mucosa que

disminuye el riesgo de sangrado gastrointestinal alto &,
1.2.3. Sistema Nervioso

A nivel del sistema nervioso el NO actlia como neurotransmisor, sin embargo, tiene
un comportamiento diferente al de los neurotransmisores clasicos como se observa en
la figura 5. Su vida media es notablemente mas larga y no se metaboliza
enzimaticamente, sino que se degrada de forma espontanea. No se almacena en
vesiculas, ni actta por mecanismos especificos de liberacion y captacion, penetrando
directamente en la célula diana sin la necesidad de receptores de membrana *°,

Entre las funciones del NO en este sistema se encuentran la autorregulacion del flujo
vascular, la activacion de las fibras parasimpaticas que inervan los vasos cerebrales, el
aumento del flujo sanguineo en la hipercapnia, defensa ante infecciones y
participacion en procesos de plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria. En los
altimos afios se han realizado diversos estudios que relacionan la participacion del NO
en numerosos procesos patologicos. Entre estos procesos patoldgicos se incluyen la
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, esclerosis lateral

amniotrofica (ELA), agresiones cerebrales, epilepsia, migrafa, etc. 2.

En la enfermedad de Huntington el dafio neuronal reduce la expresion de la isoforma
nNNOS. El NO estaria implicado en mediar la muerte celular producida por la
citotoxicidad debida a la alta produccion de glutamato. En la enfermedad del
Parkinson, el estrés oxidativo puede dar lugar a muerte neuronal y a que se produzcan
dafios oxidativos en la nitracion de proteinas. EI NO puede estar relacionado con la

produccion de radicales hidroxilos (OH") 2.

En la enfermedad de Alzheimer se han observado alteraciones importantes en la
regulacion de la NOS 22, Se estan realizando estudios que argumentan una implicacion
importante del NO en las patologias de esclerosis multiple y ELA. En esclerosis
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multiple se han propuesto tres mecanismos, 0 bien por accion toxica del NO 6 del
peroxinitrito formado por la reaccién del NO con el anion superdxido 6 por la
elevacion del cGMP mediado por el NO 23, En la ELA, se ha propuesto que el NO esta

implicado y que su sintesis se debe a la isoforma nNOS en estas neuronas 2.

NMDA
Glutamate
receptor

channel

082’7—’ Ca?-CaM

Calmodulin
(CaM)
Postsynaptic
neuron

o Cﬂz‘
¢ “ER » ~%, Stores

Figura 5 Oxido nitrico sintetasa neuronal

1.2.4. Sistema Respiratorio

La vasoconstriccion pulmonar hipdxica puede estar determinada por una disminucion
en la liberacién de NO. Dicha vasoconstriccion hace que la sangre en el pulmén circule

a las zonas mejor ventiladas para optimizar su oxigenacion 2,

En la actualidad se considera demostrada la utilidad del NO en los procesos de
hipertension del neonato de cualquier origen y en hipertension pulmonar en el paciente
pediatrico postoperatorio cardiaco %. En estos grupos de pacientes con hipertension
pulmonar persistente e hipoxemia severa a consecuencia de la hipertension, la

administracion de NO inhalatorio aumenta la oxigenacion tisular sin producir
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hipotension sistémica. Por tanto, se trata de una terapéutica beneficiosa sin ser invasiva

como sucede en otras terapias para estas patologias 2.

Sin embargo, no se han llegado a conclusiones definitivas en el uso del NO en otros
pacientes con insuficiencia respiratoria en otras patologias. Asi en pacientes con
edema de vias aéreas, atelectasia, sindrome de distres respiratorio agudo, neumonias,

etc, la utilizacion de NO no obtiene mejoras notables 2°.
1.2.5. Sistema Inmune

La NOS en los macr6fagos no es constitutiva, sino inducida. Esta induccién se produce
cuando los macr6fagos son activados por citoquinas o en la respuesta inmune. EI NO
producido por los macrofagos, actia como radical libre y es citotoxico para

determinados microorganismos y células tumorales 2.

La destruccion de dichos microorganismos 6 células se produce por el NO vy los
productos inorganicos derivados de él a partir de la arginina. EI NO puede oxidar los
grupos sulfidrilos (SH") de las proteinas y reaccionar con el anion superoxido (O2)

para formar dioxido de nitrogeno (NO.) el cual es fuertemente oxidante y muy reactivo
27

Las citoquinas relacionadas con los linfocitos TH1 como interleucina 2 (11-2) e
interferon gamma (IFN-g), estimulan a los macréfagos para la produccion de NOS.
Las citoquinas relacionadas con los linfocitos TH2 como interleucina 4 (IL-4) e

interleucina 10 (IL-10) acttian en sentido contrario 3.

Moléculas como glutatién oxidasa, glutation peroxidasa, catalasa y superoxido
dismutasa actan con mecanismos neutralizantes. Vastag y cols apoyan que la accién
del NO sobre los vasos sanguineos en los procesos inflamatorios no es un simple
proceso de vasodilatacion, sino que en él se encuentra implicado el sistema del

complemento entre otros factores %’

Se habia planteado hace tiempo, el papel que el sistema inmunitario podria

desempefiar en la formacion de nitratos inducida por la endotoxina. Con ello establecié
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la relacion existente entre el funcionamiento de los macrofagos y la presencia de
nitratos. Se demostr6 que los macrofagos no producian nitratos sino habia arginina
(que es un aminoécido que suele agregarse al medio de incubacion). Esto permitid
demostrar que una enzima especifica presente en los macr6fagos, convertia la arginina

en un intermediario quimico .

Este compuesto resultdé ser el NO que rapidamente se transforma en nitritos y en
nitratos. Otros autores deseaban determinar la capacidad de los macréfagos para matar
células tumorales y bacterias. Al cultivar células tumorales con macrofagos advertia
que la capacidad de los macréfagos para matar células tumorales desaparecia en cuanto

la arginina se eliminaba del medio 2.

Demostr6 con ello que una enzima especifica era la responsable de la produccion de
NO a partir de arginina. Llegandose a la conclusién de que el NO era un gas téxico
para las células tumorales. Cuando los macréfagos se activan mediante endotoxinas o
por células T, responden convirtiendo arginina en NO, y este NO, un radical libre muy
toxico, permite a su vez que los macrofagos maten bacterias, hongos y células

tumorales 2,

Hay que resefiar que el NO es en algunas células citotoxico y en otras citostatico lo

que sugiere que la respuesta al NO varie de unas células a otras 2.

Se sabe que la citotoxicidad inducida por los macréfagos puede ser inhibida por la
presencia de hemoglobina. Desde hace afios, se conoce el efecto inhibitorio de la L-
arginina en el desarrollo de tumores. Es también posible que otras acciones del NO
contribuyan a los efectos citotdxicos de los macréfagos activados. Los macréfagos
tratados con sustancias generadoras de NO dan lugar a un aumento de los niveles de

GMPc y la produccion de NO por los macrdfagos en el citosol estimulan a la GCs 3,

Por otra parte, se ha supuesto que la via L-arginina, el NO es un mecanismo primario
de defensa contra los mecanismos intracelulares de microorganismos tan patégenos
como hongos y helmintos que son demasiado grandes para ser fagocitados 3, como se
observa en la figura 6.
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Figura 6 Estimulacion inmunolégica y liberacion de 6xido nitrico

Es sintetizado por las células endoteliales, macr6fagos y cierto grupo de neuronas del
cerebro. En las neuronas puede funcionar como neurotransmisor, atravesando
facilmente las membranas celulares por su caracter lipéfilo. Cuando es producido en
las células endoteliales de los vasos sanguineos funciona como regulador paracrino;
difunde al interior de las células musculares lisas, donde induce la produccion
de GMPc por la enzima guanilato ciclasa, que a su vez produce un efecto de relajacion
en la musculatura con vaso y broncodilatacion. Los macréfagos sintetizan NO para

destruir los microorganismos que han sido fagocitados *°.
Todo esto ha hecho que tenga grandes aplicaciones directas en medicina.

Finalmente, el NO también sirve como conservante. Es liberado del nitrito que se
utiliza en la conservacion de la carne. De hecho, algunos virus y microorganismos

liberan NO para matar células 2.
1.3. Hipertensién

La hipertensién, también conocida como tension arterial alta o elevada, es un trastorno
en el que los vasos sanguineos tienen una tensidn persistentemente alta, lo que puede
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dafiarlos. Cada vez que el corazdn late, bombea sangre a los vasos, que llevan la sangre
atodas las partes del cuerpo. La tension arterial es la fuerza que ejerce la sangre contra
las paredes de los vasos (arterias) al ser bombeada por el corazén. Cuanto mas alta es
la tension, mas esfuerzo tiene que realizar el corazon para bombear. La tension arterial
normal en adultos es de 120 mmHg cuando el corazon late (tension sistolica) y de 80
mmHg cuando el corazén se relaja (tension diastélica). Cuando la tension sistélica es
igual o superior a 140 mmHg y/o la tension diastélica es igual o superior a 90 mmHg,
la tension arterial se considera alta o elevada. La mayoria de las personas con
hipertensiébn no muestra ningin sintoma; por ello se le conoce como el "asesino
silencioso”. En ocasiones, la hipertension causa sintomas como dolor de cabeza,
dificultad respiratoria, vértigos, dolor torécico, palpitaciones del corazén y

hemorragias nasales, pero no siempre 25,

Muchos factores pueden afectar la presion arterial, incluso: La cantidad de agua y de
sal que tenemos en nuestro organismo. Asi mismo, el estado funcional de los rifiones,
el sistema nervioso o los vasos sanguineos. De otro lado la edad también podria jugar
un rol importante ya que a medida que envejecemos los vasos sanguineos se vuelven

mas rigidos con la edad. Cuando esto sucede, la presion arterial se eleva 2°.

Todos podemos adoptar cinco medidas para minimizar las probabilidades de padecer

hipertension y sus consecuencias adversas .

Promover un modo de vida saludable, haciendo hincapié en una nutricién adecuada de
nifios y jovenes; reducir la ingesta de sal a menos de 5 g al dia (algo menos de una
cucharilla de café al dia); comer cinco porciones de fruta y verdura al dia; reducir la
ingesta total de grasas, en especial las saturadas. Evitar el uso nocivo del alcohol, esto

es, limitar su ingesta a no mas de una bebida estandar al dia *°.

Realizar actividad fisica de forma regular y promover la actividad fisica entre los nifios
y los jovenes (al menos 30 minutos al dia). Mantener un peso normal: cada pérdida de

5 kg de exceso de peso puede reducir la tension arterial sistolica entre 2 y 10 puntos
28
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1.4. Regulacion de la expresion génica

Los mecanismos particulares de regulacion de la expresion génica varian de una
especie a otra. Hasta la fecha, estos mecanismos han sido estudiados de forma
detallada en varios organismos, como por ejemplo en la bacteria Escherichia coli. El
conocimiento de los mecanismos de regulacién en las bacterias ha servido como base
para estudiar la compleja regulacion de la expresion génica en organismos eucariontes,

incluyendo la del hombre 3L,

Indudablemente las células de organismos superiores tienen mecanismos de
regulacién génica que comparten elementos generales con las bacterias. Sin embargo,
entre las células de organismos unicelulares y pluricelulares hay una diferencia
importante: la heterogeneidad tanto morfolégica como funcional de las células en
organismos pluricelulares. Debido a esto, es necesario gque existan mecanismos de
control precisos de la expresién génica en las diferentes células del organismo, de
modo que estas realicen sus funciones de manera adecuada. Por tanto, la regulacion
de la expresién génica en eucariontes es bastante mas complicada y se sabe menos de

ella 3%,

Por ejemplo, en las células de los eucariontes hay varios sistemas génicos encargados
de transcribir la informacion del ADN en copias del ARNm; es decir, hay varios
sistemas de ARN polimerasa. Por otro lado, el ADN se encuentra no solo en el nucleo
sino también en mitocondrias y cloroplastos, ademas, muchos de los genes de los
eucariontes tienen intrones y exones, a diferencia de los procariontes que solo tienen

exones 3L,
A pesar de todo, se han descrito varios tipos de secuencias regulatorias en los

organismos eucariontes, con similitudes importantes a los sistemas de regulacion

procariontes 3.
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Pero si hay algo que es comin para cualquier organismo, es que la fisiologia de
cualquier célula procarionte o eucarionte, esta bajo el control de redes que regulan la

expresion de los genes .

La estructura y organizacion de estas redes de control génico, esto es, del conjunto de
genes particulares que responden a estimulos especificos similares, y la jerarquia de
estos conjuntos de genes, estd controlada a su vez por la combinacion de regiones
regulatorias a nivel del ADN (tales como promotores, operadores, etc.), y de proteinas
que se unen a estas regiones, para modular la expresion de la transcripcién de estos

genes 3L,

Hoy en dia, los proyectos de secuenciacion que han permitido la obtencion de varios
genomas (incluyendo el humano), ha contribuido al avance en la comprension de estas

redes de control de la expresion génica a nivel celular 3.
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material bioldgico

e Muestra de células peritoneales (macréfagos murinos)

2.2. Medio de cultivo celular

e Medio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific)

e Antibiético 100x (penicilina + estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific)
e Placas de cultivo celular de 24 pocillos (Nest Biotechnology)
e Frasco de cultivo celular de 25 mL (Earthox Life Sciences)
2.3. Reactivos

e Marcador molecular de 100 pares de bases (ABM)

e Suero fisiologico (Medifarma S.A.)

e PBS (Invitrogen)

e DMSO (Life Technologies)

e Hidroxido de potasio 2M (Merck)

e Nitrito de sodio (Merck)

e Etanol de grado absoluto (99.9%) (Sigma-Aldrich)

e Agarosa grado molecular (Merck Milipore)

e Agua destilada

e Sybr Green (Sigma-Aldrich)

e Loading buffer (Sigma-Aldrich)

e TAE 1X (Thermo Fisher Scientific)

e MTT (Sigma)

e Medio EMB (Diproquim)

e Primers INOS (Biosearch Technologies)

e Primers GAPDH (Biosearch Technologies)

e Supermix (Invitrogen)
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2.4. Equipos

Microscopio invertido con captura de imagenes (Carl Zeiss, Primovert)
Microscopio optico (Carl Zeiss, Primo Star)

Balanza (Kern, ABJ-NM/ABS-N)

Refrigeradora (Daewoo)

Conservadora (Inresa)

Céamara de flujo laminar (BioBase, BB-V800)

Incubadora de CO; (Binder, CB150)

Vortex (Ika Vortex, Genius-3)

Autoclave (All American, 25x-2)

Camara de electroforesis horizontal (Biometra, Compact XS/S)
Fuente de poder (BioRad, The powerPac Basic)
Transiluminador (Biometra, UUV Star 312 NM)

Centrifuga (Hettich, eba20)

Microcentrifuga (Eppendorf, MiniSpin Plus)

Termociclador (Edvotek, EdvoCycler)

2.5. Materiales

Micro pipetas

Puntas de micro pipetas

Tubos Falcon de 15 mL y 50 mL
Tubos Eppendorf de 1.5 mL
Micro tubos para PCR

Jeringas de 10 y 20 mL

Gorro

Barbijo

Guantes de nitrilo

Placa Petri descartables

Camara de Neubauer
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2.6. Metodologia experimental
2.6.1. Preparacion del medio de cultivo

La preparacion de 100 mL de medio de cultivo, se realiz6 en la cAmara de flujo laminar
para realizar la mezcla de los componentes y que estos no se contaminen. Se afiadid
99 mL de medio RPMI 1640 (L-glutamina, 25 mM HEPES) y 1 mL de antibidtico

(penicilina + estreptomicina).
2.6.2. Induccién de macrdéfagos murinos

Para la induccién de macrofagos se prepar6 50 mL del medio liquido EMB para
incubar la bacteria Escherichia Coli por un periodo de 24 horas a una temperatura de
37°C. Se agreg6 20 mL del inoculo en un beaker y se llevé a la cocina, una vez
alcanzado el punto de ebullicion, se redujo el volumen a 1 mL; luego se procedié a
inyectar en la parte del abdomen a la Rattus norvegicus variedad WISTAR (macho)
de aproximadamente unos 300 — 400 g de peso y de 3 a 4 meses de edad. Como se
muestra en la figura 7.

Figura 7 Induccion de macréfagos
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2.6.3. Obtencion de macrofagos

Una vez transcurridas las 48 horas de inyectada la Rattus norvegicus variedad
WISTAR se sacrific6. Para sacrificar a la Rattus norvegicus se realizé de acuerdo a
las siguientes normas: se le duerme con cloroformo, luego se corta el cuello con bisturi
o tijera para después desangrarla y poder hacer un corte en el abdomen. Se realizaron
2 lavados con suero fisioldgico (40 mL); se recolectd en 2 tubos Falcon de 15 mL; los
tubos se colocaron en la centrifuga a 2000 rpm x 4°. Por ultimo, se descartd el

sobrenadante y se re suspendi6 el pellet con 1 mL del medio de cultivo (Anexo 3).
2.6.4. Cultivo celular

Se realiz6 un conteo celular en la camara de Neubauer para sembrar 500 000 células
por pozo aproximadamente tal como se observan en las figuras 8 y 9. Se utiliz6 20 uL
de macrofagos con 480 uL de medio de cultivo.

Figura 9 Cultivo celular
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2.6.5. Obtencién del extracto acuoso de Stevia rebaudiana

Para la obtencién del extracto acuoso de stevia se trituraron las hojas secas de stevia y
se pesd 100 g los cuales fueron agregados a un beaker con 900 mL de agua destilada.
Esta preparacion se llevé al ultrasonido por un espacio de tiempo de unos 40’ a su
maxima capacidad (35 Mhz) con una temperatura de 35°C. Después se lleva en tubos
Falcon de 15 mL a la centrifuga por 10’ a su maxima rpm (10000 rpm). Se recolectd
el sobrenadante y se elimino el pellet. Después de haber realizado el paso anterior se
llevo a cabo una filtracion al vacio para poder obtener el extracto sin ningln tipo de
particula de las hojas trituradas de Stevia rebaudiana. Por Gltimo, se llevé el extracto
de Stevia rebaudiana a placas Petri para llevar a la estufa y se evapore el agua destilada
que se utilizé (Anexo 2).

Para la preparacion de las concentraciones requeridas se utilizd 10 mg por cada 1 mL
de agua destilada. En este paso se utilizaron los filtros millipore de 0.22 um para
realizar un ultimo filtrado y poder diluir el extracto de Stevia rebaudiana a las
concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL y que no contamine el cultivo celular. Como

se observa en la figura 10.

Figura 10 Solucidn stock y concentraciones utilizadas
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2.7. Prueba de citotoxicidad con MTT

Para la preparacion se necesita 5 mg del reactivo MTT por cada 1 mL de agua
destilada. Una vez pesados los 25 mg que es la cantidad que se utilizard, se introduce
aun tubo Falcon y se le afade la cantidad de agua destilada necesaria (5 mL) y se lleva
al vortex hasta que esté completamente disuelto y por ultimo se recubre el tubo con
papel aluminio para que no esté en contacto con la luz y asi no pierda sus propiedades;
para su almacenaje se deja en el refrigerador. Se afiadié 50 uL de MTT + 450 uL de
medio de cultivo y se esperd por un lapso de tiempo de 2 horas. Una vez transcurridas
las 2 horas se descart6 los 500 uL de medio con MTT. Por ultimo, se le agrego 350 uL
de KOH 2M + 350 uL de DMSO. Al juntar estos 2 reactivos cambia de un color
traslicido a un purpura claro o de intensidad moderada como puede observarse en la
figura 11. Esta prueba se realiz6 por un espacio de tiempo de 12, 24 y 48 horas
respectivamente. Se lleva al espectrofotdmetro para leer las absorbancias a una
longitud de onda de 570 nm.

Figura 11 Ensayo MTT

2.8. Prueba de 6xido nitrico

Para esta prueba se utilizé placas de 24 pozos que contienen 500 uL (50 uL de
tratamiento + 450 uL de medio) cada pozo; se llevé a tubos Eppendorf de 1.5 mL con
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sus rotulos correspondientes entre tratamientos y horas. Se afiadié a cada Eppendorf
carbon activado para poder quitarle el color al medio RPMI 1640 y se llevd a la micro
centrifuga por un tiempo de 10 minutos a 14500 rpm (velocidad méxima); terminado
ese tiempo se retird el sobrenadante que queda incoloro y se traspasa a un Eppendorf
nuevo, para realizar el anterior paso; solo que con un espacio de tiempo de 5 minutos
a maxima velocidad (14500 rpm) para terminar de eliminar las pocas particulas de
carbon activado que hubieran quedado. Por udltimo, se retird el sobrenadante con
mucho cuidado y se recolect6 en un tubo nuevo para afiadirle los 500 uL del reactivo
de GRIESS (Anexo 4).

Para el reactivo de GRIESS se necesita naftilendiamina y sulfanilamida que se guardan
en botellas de color caramelo para que no pierdan sus propiedades. Se utiliza 1:1 de
cada uno y se prepara en el momento de usarlo y al hacer contacto con la muestra se
espera un tiempo de 10’ para que pueda cambiar a un color purpura claro o purpura
intenso dependiendo de la cantidad que se haya producido de 6xido nitrico de acuerdo
a los tratamientos utilizados como se muestra en la figura 12. El Gltimo paso fue llevar
las muestras al espectrofotémetro y dar lectura de absorbancias a una longitud de onda
de 570 nm.

Figura 12 Produccidn de 6xido nitrico

2.9. Extraccion de RNA (Acido ribonucleico)

Para realizar la extraccién de RNA de los macr6fagos que estaban cultivados en placas

de 24 pozos se procedié de la siguiente manera: Primero se retird la placa de la
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incubadora que estd a 37 °C y con 5% de CO3; se llevo la placa a la camara de flujo
laminar para poder retirar los 500 uL de medio con el tratamiento de Stevia
rebaudiana. Una vez realizado el paso anterior se le afiadié 500 uL de PBS 1X a cada

pozo para realizar un lavado antes de continuar con la extraccion de RNA.

El kit de RNA viene con los siguientes componentes: Buffer de lisis, wash buffer | y
I1, agua libre de Rnasas, spin cartridge, tubo colector y tubo recolector (Eppendorf 1.5
mL).

Después de haber realizado los pasos anteriores se agregd 600 uL de buffer de lisis
que viene en el kit de RNA y se continué con un lavado del pozo con todas las células
pegadas al fondo, se retira el buffer a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se llevo a la
centrifuga por un espacio de tiempo de 5 minutos a 14500 rpm velocidad maxima del
equipo. Una vez terminado el proceso de centrifugado se retira el sobrenadante a un
tuvo nuevo Eppendorf de 1.5 mL estéril libre de Rnasas y después se continué con los
pasos de extraccion de RNA del kit:

Primero se afiadio etanol al 70%, un volumen igual al buffer de lisis (600 uL); se pasé
al vortex para mezclar bien, luego se retird 600 uL de la mezcla y se lleva al spin
cartridge con su tubo de recoleccion y se centrifugé a 10000 rpm por un tiempo de 15

segundos. Repetir una vez mas el paso anterior.

Después se afiadio 700 uL de Wash Buffer | al spin cartridge centrifugar a 10000 rpm
por 15 segundos. El tubo colector se descartd y se colocé uno nuevo. Luego se afiade
500 uL de wash buffer Il con etanol y se llevd a la centrifuga a 10000 rpm por 15
segundos volver a repetir este paso. Centrifugar el spin cartridge a 10000 rpm por 2

minutos para que la membrana del spin se encuentre seca.

Ultimo paso, se descarté él tubo colector y se procedio6 a pasar el spin al tubo recolector
afiadirle 100 uL de agua libre de Rnasas incubar temperatura ambiente por 1 minuto.
Para finalizar la extraccion se llevo a la centrifuga a 10000 rpm por un tiempo de 2
minutos; se elimind el spin y se rétulo él tubo recolector y se lleva a la congeladora a
-80°C para su posterior uso y no se degrade el RNA.
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Figura 13 Mini Kit RNA
2.10. Sintesis de cDNA

Cuando se realizo la extraccion del cDNA se utiliz6 el kit SuperScript™ IV First-

Strand Synthesis System (Invitrogen) como se observa en la figura 14.

Para la obtencion del cDNA se necesitan 2 micro tubos de PCR donde al tubo 1 se
afiade 1 pL de 50 pM Oligo d(T)20, 1uL 10mM dNTP mix, 15 pL del RNA obtenido
de los tratamientos con sus respectivos controles (PureLink RNA Mini Kit), 13 pL de
agua DEPC.

Después se llevo a la centrifuga y se le da un spin de 15 segundos para que todos los
componentes se mezclen bien y este todo homogéneo, ya que se tiene que trabajar con
mucho cuidado porque son cantidades muy pequefias. Luego de haber realizado el spin
en la centrifuga se llevo a una temperatura de 65 °C por un tiempo de 5 minutos y por

otro lado incubar después en hielo por 1 minuto.

Se preparé el tubo 2 de PCR con 4 pL de 5x SSIV buffer; 1 uL de 0.1 M DTT; 1 uL
de Ribonuclease Inhibitor y 1 pL de SuperScript® IV RT se llevo a la centrifuga para
darle un spin de 15 segundos. Una vez completo este paso se afiadié la mezcla del tubo
2 al tubo 1 que estuvo incubando en hielo y se vuelve a dar unos 15 segundos en la
centrifuga y se lleva a incubar a una temperatura de 55 °C por 10 minutos; después
para inactivar la reaccion se lleva a 80 °C por 10 minutos, luego de haber terminado
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este paso se le agrega 1 pL de E. coli RNase H y se incuba a 37 °C por 20 minutos para

eliminar cualquier tipo de rastro de RNA que hubiera podido quedar.

Y por ultimo una vez obtenido el cDNA se utiliza de forma inmediata 6 se guarda en
el congelador a una temperatura de -20°C para su posterior uso en la amplificacion en
el equipo de PCR. Todo este protocolo se realiza para cada muestra que se estuvo
trabajando y para hacer mas facil el trabajo se realizan calculos y el tubo 2 se prepara
para las 20 muestras obtenidas de RNA.

Figura 14 Kit de cDNA Invitrogen

2.11. Preparacion de Primers (iNOS y GADPH)

Para la preparacién se afiadio la cantidad de agua DEPC (uL) que pide en cada tubo
Eppendorf de acuerdo al fabricante. Luego se procede a mezclar los primers forward
y reverse 5 uL de cada uno con 90 uL de agua DEPC en un micro tubo y se utiliza de
inmediato o se guarda en el congelador a una temperatura de -20°C hasta que se
utilicen. Secuencia de primers: iNOS: Forward (5
CTACCTACCTGGGGAACACCTGGG 3%, Reverse (5
GGAGGAGCTGATGGAGTAGTAGCGG  3’); GAPDH: Forward (5’
TACCAGCCGGGGGACCAC 3°), Reverse: (5 CGAGCTGACAGAGTAGTA 3°).
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Figura 15 Primers del gen iNOS y GAPDH

2.12. PCR

Una vez obtenido el cDNA (20 muestras entre tratamientos y controles) se realiz6 la
preparacion de los micro tubos rotulandolos bien para no cometer algin error con las
muestras y poder tener un orden especifico para empezar el analisis. En cada micro
tubo se afiadio:

e 3uL de DNA
e 2 uL de primers especificos (INOS y GADPH)
e 16 uL de agua DEPC (libre de Rnasas)

e 20 uL de supermix

Luego de haber preparado el micro tubo, se llevo al equipo de PCR y se programa con

las siguientes caracteristicas:
95°C por 10 minutos (Hot start)
94°C por 40 segundos

55°C por 60 segundos — 30 ciclos

72°C por 90 segundos
4°C por 4 minutos (Final)

Una vez terminado todo el proceso de la PCR se procede a retirar los micro tubos de
la placa como se observa en la figura 16 para realizar una electroforesis o guardarlos

en el congelador a -20°C hasta que se utilicen.
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Figura 16 Termociclador PCR

2.13. Electroforesis

Se realizé la preparacion del gel de agarosa con 11 pozos para la reparticién de las
muestras. Para preparar el gel se necesité 1.5 g de agarosa con 75 mL de TAE (1x) y
7 uL de Sybr Green. Cuando se preparé la muestra se necesité loading buffer (1 uL)
con 5 uL de muestra. Una vez cargados los pozos con las muestras preparadas se afiade
el marcador (G153). La camara electroforética esta con TAE (1x) hasta la marca de
méaximo permisible, se programa la fuente de poder con 100v por un tiempo de unos
40 minutos aproximadamente tal como se observa en la figura 17. Por ultimo, una vez
terminado el proceso se lleva el gel de agarosa al transiluminador UV para poder
observar las bandas que se obtuvieron en el gel con los distintos tratamientos de las

muestras y poder realizar su interpretacion.

Figura 17 Camara de electroforesis
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Obtencién del extracto acuoso de Stevia rebaudiana

Se utilizo la técnica de ultrasonido para realizar el extracto porque esta técnica resulta
mejor para realizar el extracto acuoso de Stevia rebaudiana que por el método de
soxhlet 2y a parte que el método del ultrasonido es méas sencillo de utilizar.

En esta investigacion solo se uso el ultrasonido para realizar el extracto de Stevia
rebaudiana en comparacién con el otro trabajo de investigacion que es para buscar el
mejor método de extraccion para Glucdsidos totales, Estevidsido y Rebaudidsido A .

En otro trabajo de investigacion utilizan también el ultrasonido como método de
extraccion para realizar extracto acuoso de Stevia rebaudiana, pero en esta
investigacion lo comparan con energia de microondas sobre los niveles de fenoles y
flavonoides, y también la capacidad antioxidante %,

3.2. Citotoxicidad con ensayo de MTT

Segun los resultados obtenidos se demostrdo que el extracto acuoso de Stevia
rebaudiana no produjo citotoxicidad con las concentraciones usadas. De manera
similar en otras investigaciones los extractos no tuvieron efecto citotdxico °. Estas
diferencias pueden explicarse teniendo en cuenta la distinta composicion quimica de
las plantas, varia en funcién del tipo de especie, crecimiento, etc. Las concentraciones
que se utilizaron fueron de 25, 50 y 100 ug/mL para poder realizar el analisis y en el
ANOVA se obtuvo que no hubo diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
Similar respuesta se obtuvo en otro trabajo donde se utiliza el ensayo de MTT como
método colorimétrico para la actividad citotoxica de los macrofagos in vitro. Se utiliza

este ensayo porque es rapido y sensible 3°.
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Tabla 1 Concentracién del extracto de Stevia rebaudiana sobre la viabilidad de
macrdfagos murinos a las 12 horas

C((j)ncentraci(’)n Porcentaje
el extracto
Blanco 100.02 %
25 ug/mL 85.2° %
50 ug/mL 89.6° %
100 ug/mL 86.3° %
F=15.6 P<0.05

En la tabla N°1, segun el andlisis de varianza de un factor de variabilidad (F=15.6)
muestra que la viabilidad celular a las 12 horas, tratados a diferentes concentraciones
de Stevia rebaudiana presento diferencias estadisticas significativas (P<0.05). Se

puede observar en el anexo 5.
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Figura 18 Viabilidad a 12 horas
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Tabla 2 Concentracién del extracto de Stevia rebaudiana sobre la viabilidad de
macrdfagos murinos a las 24 horas

C((j)ncentraci(’)n Porcentaje
el extracto
Blanco 100.02 %
25 ug/mL 108.12 %
50 ug/mL 112.42%
100 ug/mL 100.22 %
F=1.7 P>0.05

En la tabla N°2, de acuerdo al analisis de varianza de un factor de variabilidad
(F=1.7) muestra que la viabilidad celular a las 24 horas en las diferentes
concentraciones de Stevia rebaudiana no presentan diferencias estadisticas
significativas (P>0.05). Se puede observar en el anexo 5.

120,0 108.1 112,4
100,0 100,2

® 100,0
B
2 80,0
=S
S 60,0
(O]
&
c 40,0
(]
g
S 200

0,0

Blanco 25 50 100
Concentracion del extracto (ug/mL)

Figura 19 Viabilidad a 24 horas
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Tabla 3 Concentracién del extracto de Stevia rebaudiana sobre la viabilidad de
macrdfagos murinos a las 48 horas

C((j)ncentraci(’)n Porcentaje
el extracto
Blanco 100.02 %
25 ug/mL. 108.62 %
50 ug/mL 120.42 %
100 ug/mL 120.72 %
F=4.5 P>0.05

En la tabla N°3, se muestra que el analisis de varianza de un factor de variabilidad
(F=4.5) muestra que la viabilidad celular a las 48 horas con las diferentes
concentraciones de Stevia rebaudiana no presentaron diferencias estadisticas
significativas (P>0.05). Se puede observar en el anexo 5.
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Figura 20 Viabilidad a 48 horas
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3.3. Oxido nitrico

Tabla 4 Concentracion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la
concentracion de 6xido nitrico en macro6fagos murinos a las 1.5 horas

Concentracién
NO
del extracto
Blanco .01132
25 ug/mL .01142
50 ug/mL .01142
100 ug/mL .01102

F=2.35 P>0.05

En la tabla N°4, demuestra que el analisis de varianza de un factor de variabilidad
(F=2.35) muestra que la concentracion de 6xido nitrico evaluado a las 1.5 horas en
macrofagos murinos tratados a diferentes concentraciones de Stevia rebaudiana no
presento diferencias estadisticas significativas (P>0.05). Se puede observar en el

anexo 5.
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Figura 21 Oxido nitrico a 1.5 horas
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Tabla 5 Concentracién del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la
concentracion de 6xido nitrico en macréfagos murinos a las 3 horas

Concentracién
NO
del extracto
Blanco .01132
25ug/mL 01172
50ug/mL .01142
100ug/mL .01172
F=2.12 P>0.05

En la tabla N°5, se observa que el analisis de varianza de un factor de variabilidad

(F=2.12) muestra que la concentracion de 6xido nitrico evaluado a las 3 horas en

macrofagos murinos tratados a diferentes concentraciones de Stevia rebaudiana no

presentaron diferencias estadisticas significativas (P>0.05). Se puede observar en el

anexo 5.

0,0113 0,0117
0,012
0,01
2 0,008
=
c
S 0,006
T
3 0,004
0,002
Blanco 25

Concentracion del extracto (ug/ml)

0,0114 00117

50 100

Figura 22 Oxido nitrico a 3 horas
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Tabla 6 Concentracion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la
concentracion de 6xido nitrico en macréfagos murinos a las 6 horas

Concentracién
NO
del extracto
Blanco .01262
25 ug/mL .0115°
50 ug/mL .0115P
100 ug/mL .0115°

F=11.16 = P<0.05

En la tabla N°6, segun el analisis de varianza de un factor de variabilidad (F=11.16)
muestra que la concentracién de 6xido nitrico evaluado a las 6 horas en macréfagos
murinos tratados a diferentes concentraciones de Stevia rebaudiana presento
diferencias estadisticas significativas (P<0.05). En cuanto a la prueba de tukey se
encontro la mayor concentracién de 6xido nitrico se dio en el grupo blanco frente a los
grupos tratados a 25, 50 y 100 ug/mL. Se puede observar en el anexo 5.
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Figura 23 Oxido nitrico a 6 horas
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Tabla 7 Concentracion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la
concentracion de 6xido nitrico en macrofagos murinos a las 12 horas

Concentracién
NO
del extracto
Blanco .01412
25 ug/mL .0118°
50 ug/mL .0116°
100 ug/mL .0122b

F=57.02 P<0.05

En la tabla N°7, se refleja que el analisis de varianza de un factor de variabilidad
(F=57.02) muestra que la concentracién de 6xido nitrico evaluado a las 12 horas en
macrofagos murinos tratados a diferentes concentraciones de Stevia rebaudiana
presento diferencias estadisticas significativas (P<0.05). En cuanto a la prueba de
tukey se encontr6 la mayor concentracion de 6xido nitrico en el grupo blanco frente a
los grupos tratados a 25, 50 y 100 ug/mL. Se puede observar en el anexo 5.
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Figura 24 Oxido nitrico a 12 horas
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Tabla 8 Concentracion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la
concentracion de 6xido nitrico en macrofagos murinos a las 24 horas

Concentracion .
Media
del extracto
Blanco .01702
25 ug/mL .0134°
50 ug/mL .0131°
100 ug/mL .0132b

F=44.47 P<0.05

En la tabla N°8, segun el analisis de varianza de un factor de variabilidad (F=44.47)
muestra que la concentracion de 6xido nitrico evaluado a las 24 horas en macréfagos
tratados a diferentes concentraciones de Stevia rebaudiana presento diferencias
estadisticas significativas (P<0.05). En cuanto a la prueba de tukey se encontro la
mayor concentracién de 6xido nitrico se dio en el grupo blanco frente a los grupos
tratados a 25, 50 y 100 ug/mL. Se puede observar en el anexo 5.
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Figura 25 Oxido nitrico a 24 horas
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Se encontré que el extracto acuoso de Stevia rebaudiana rodujo una disminucion
significativa del 6xido nitrico y la expresion del gen iINOS en una manera dependiente
de la concentracion del extracto. Niveles elevados de 6xido nitrico han sido asociados
a respuestas inflamatorias implicadas a diversas patologias tales como inflamacion
cronica ¥, vasodilatacion excesiva %, artritis reumatoidea. En este sentido resulta de
gran importancia la blsqueda de compuestos bioactivos con la capacidad de regular la
produccion de 6xido nitrico por parte de células del sistema inmune como los
macrofagos. Los metabolitos secundarios presentes en extractos de plantas representan
una fuente importante de moléculas con capacidad inmunomoduladora asi se ha
reportado *°, que la presencia de flavonoides, esteroles, diterpenos, triterpenos, etc. los
cuales son conocidos como potentes antinflamatorios 3% 4°,

3.4. Expresion génica

Con respecto a la expresion del gen iNOS la Stevia Rebaudiana puede producir a
través de su mecanismo molecular potenciar el NO, asi mismo el incremento de su
expresion de INOS lo hace de una forma dependiente de la concentracion de Stevia
rebaudiana encontrando un maximo a los 50 ug/mL, por encima de esta concentracion
como es de 100 ug/mL la expresion de iNOS va disminuyendo a mayor concentracion
de extracto. Para la expresion del gen iNOS se obtuvo la informacion de los primers
para GAPDH e iNOS de otro trabajo de investigacion; también se indica el

procedimiento a seguir para poder realizar RT-PCR 1.

Las bandas obtenidas en la electroforesis del gen iNOS y GAPDH corresponden a las
reportadas en otro trabajo de investigacion de donde se logro recolectar la informacion

necesaria para realizar las pruebas y analisis correspondientes .

La expresion del gen iNOS obtenida por el método utilizado del lisado bacteriano se
obtuvo niveles adecuados. Cambiar al LPS en el tratamiento in vitro demostré que el
método de induccién del gen INOS resultd adecuado al presente trabajo de

investigacion 42,
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3.4.1. Gen iNOS

500pb
400pb

iNOS
442pb

Figura 26 Expresion gen iNOS

En la figura 26 se observa los resultados de RT-PCR correspondiente a la expresion
del gen INOS. En el carril 1 se observa una banda correspondiente al gen iNOS en el
grupo control y en los carriles 2, 3 y 4 se observa bandas con las concentraciones de
25, 50 y 100 ug/mL respectivamente de la expresion de este gen de una manera

dependiente de la concentracién del extracto acuoso de stevia. M=marcador
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4. CONCLUSIONES

1. Se logré obtener el extracto acuoso de Stevia rebaudiana a partir de hojas secas

a través de ultrasonido.

2. El extracto acuoso de Stevia rebaudiana increment6 la produccién de éxido
nitrico hasta 50 ug/mL concentracion, de 100 ug/mL 6 por encima de esta son

téxicos.

3. El extracto acuoso de Stevia rebaudiana no presentd un efecto significativo
sobre la viabilidad de los macr6fagos murinos a las diferentes concentraciones

probadas.

4. La concentracion del gen iNOS (mMRNA) hasta 50 ug/ml tiene un objetivo

fisiolégico, por encima de 100 ug/mL puede tener un objetivo no fisioldgico.

5. RECOMENDACIONES

- Se deberia de utilizar las dosis de 25 y 50 ug/mL para los mecanismos
moleculares y poder realizar otras investigaciones con mas detalle sobre estas

dos concentraciones que se llegaron a utilizar en este trabajo de investigacion.
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ANEXO 1
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CONSTANCIA 08- 2018-HUSA

£l Director del Herbarium Arequipense (HUSA) de la Universidad Naclonal de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras de haojas y tallos de la planta tralda al laboratorio para el analisis hotdnico
corresponde a la especie Stevia rebaudiana (Bert.)Bertoni de la familia Asteraceae de
nombre comun “Estevia’ . Dichas muestras fueron obtenidas de cultiva del vivero del
Universidad catdlica Santa Maria, departamento de Arequipa por IAN PIERRE CHANG
ESPINOZA para ‘a ejecucién de |z Tesis: EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSC DE Stevio
reboudiana (ESTEVIA) SOBRE LA PRODUCCION DE OXIDO NITRICO Y LA EXPRESION DEL GEN
INOS EN MACROFAGOS MURINOS de la Facultad de Ingenieria Biotecnologica de la
Universidad catdlica Santa Maria

Los resultados de dicha identificacidn y tipificacién corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: ASTERIDAE

CRDEN: ASTERALES

FAMILIA: Asteraceae

GENFRO: Stevia

CSPECIE: Stevia rebaudiona (Bert.) Bertoni

Se expide la presente constancla a salicitud del interesado para los fines que se estime
conveniente,

Arequipa 2 de Abril del 2018

Blgo. Leancio Marino Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areguipense (HUSA)
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REPOSITORIO DE

ANEXO 2
Obtencion del extracto de Stevia

Figura 27 Trituracion de stevia

Figura 28 Obtencion del extracto por ultrasonido

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&@  DE SANTA MARIA

Figura 31 Extracto de Stevia rebaudiana
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Figura 32 Evaporacion en la estufa a 37 grados

Figura 33 Extracto puro de Stevia rebaudiana
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REPOSITORIO DE

ANEXO 3
Extraccion de macrdfagos

Figura 34 Suero fisiol6gico para obtencion de macréfagos

Figura 35 Extraccion de macréfagos
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Figura 36 Macréfagos con medio de cultivo

Figura 37 Macrofagos vistos en el microscopio invertido a 40x
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REPOSITORIO DE

ANEXO 4
Oxido nitrico

Figura 38 Reactivo de GRIESS
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ANEXO 5
MTT

Tabla 9 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la viabilidad de los
macrofagos murinos a las 12 horas

o\ pocenaie OEpgadn
Blanco 3 100.02 % 0.0000
25 ug/mL 3 85.2° % 3.4530
50 ug/mL 3 89.6° % 3.5796
100 ug/mL 3 86.3° % 3.2078

Tabla 10 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la viabilidad de los
macréfagos murinos a las 24 horas

Copmiasin y pocene  Cgoyadn
Blanco 3 100.02 % 0.0000
25 ug/mL 3 108.12 % 11.6228
50 ug/mL 3 112.42 % 9.5133
100 ug/mL 3 100.22 % 6.4023

Tabla 11 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la viabilidad de los
macrofagos murinos a las 48 horas

Cc()jncentra(;ién N Porcentaje DeS\{iacién
e Estevia estandar
Blanco 3 100.02 % 0.0000
25 ug/mL 3 108.62 % 7.1529
50 ug/mL 3 120.42 % 6.0053
100 ug/mL 3 120.72% 13.4859
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Oxido nitrico

Tabla 12 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la concentracion de
oxido nitrico en macréfagos murinos a las 1.5 horas

Concentracion . Desviacion
N Promedio
del extracto estandar
Blanco 3 .01132 .0002
25 ug/mL 3 .01142 .0000
50 ug/mL 3 .01142 .0000
100 ug/mL 3 .01102 .0003

Tabla 13 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la concentracion de
oxido nitrico en macréfagos murinos a las 3 horas

Concentracion ) Desviacion
N Promedio )
del extracto estandar
Blanco 3 .01132 .0002
25 ug/mL 3 .01172 .0004
50 ug/mL 3 .01142 .0002
100 ug/mL 3 .01172 .0002

Tabla 14 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la concentracion de
Oxido nitrico en macrofagos murinos a las 6 horas

Concentracion ) Desviacion
N Promedio
del extracto estandar
Blanco 3 .01262 .0001
25 ug/mL 3 .0115P .0002
50 ug/mL 3 .0115° .0001
10 Oug/mL 3 .0115° .0005
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Tabla 15 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la concentracion de
oxido nitrico en macréfagos murinos a las 12 horas

Concentracion . Desviacion
N Promedio )
del extracto estandar
Blanco 3 .01412 .0001
25 ug/mL 3 .0118° .0001
50 ug/mL 3 .0116° .0005
100 ug/mL 3 .0122b .0002

Tabla 16 Efecto del extracto acuoso de Stevia rebaudiana sobre la concentracion de
oxido nitrico en macréfagos murinos a las 24 horas

Concentracion ] Desviacion
N Promedio i
del extracto estandar
Blanco 3 .01702 .0004
25 ug/mL 3 .0134° .0004
50 ug/mL 3 .0131° .0005
100 ug/mL 3 .0132° .0007
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