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RESUMEN

Los mastocitos son células del tejido conectivo que participan en la génesis y
modulacién de las respuestas inflamatorias celulares. En trabajos previos hemos
demostrado que xanthatina (xanthandlido sesquiterpeno aislado de Xanthium
cavanillesii Schouw) inhibe la activacién de mastocitos inducida por secretagogos
experimentales. Sin embargo, se desconoce su efecto sobre la activacién de
mastocitos inducida por estimulos fisiopatolégicos. Estos estimulos incluyen, entre
otros, los neuropéptidos pro-inflamatorios sustancia P y neurotensina, responsables
de una de las principales vias de inflamacién neurogénica. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar el efecto de xanthatina sobre la activacién de mastocitos inducida
por sustancia P y neurotensina. Mastocitos peritoneales de rata se incubaron con: 1)
PBS (basal); 2) sustancia P (100 um); 3) neurotensina (50 um); 4) xanthatina (8-320
Mm)+sustancia P; 5) xanthatina (8-320 pm)+neurotensina. La viabilidad de los
mastocitos se evaludé con azul tripan. En las soluciones de incubacién se cuantifico
serotonina liberada (marcador de activacién). En las células se cuantificé serotonina
remanente (no liberada) y se analizé la morfologia celular por microscopia 6ptica y
electronica de transmisiéon. Tratamiento estadistico: ANOVA-1 y Tukey-Kramer. La
incubacion de mastocitos con xanthatina inhibié (P<0,01), en forma dosis-
dependiente, la liberacion de serotonina inducida por sustancia P y neurotensina, sin
modificar la viabilidad celular. Los mastocitos tratados con neuropéptidos mostraron
caracteristicas morfolégicas de degranulacion, mientras que la morfologia de los
mastocitos tratados con xanthatina+neuropéptido fue semejante a los basales. En
conclusién, xanthatina inhibe la activacion de mastocitos inducida por sustancia P y
por neurotensina. Este sesquiterpeno podria representar una nueva alternativa en el

tratamiento de las inflamaciones neurogénicas.
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ABSTRACT

The present study was designed to examine the effects of a novel natural
xanthanolide with anti-ulcer and anti-inflammatory properties (xanthatin) on mast cell
activation induced by pro-inflammatory peptides, such as substance P and neurotensin.
Peritoneal mast cells from male adult were purified in Percoll, preincubated in the
presence of xanthatin and then challenged with the mast cell activators substance P
(100 pm) or neurotensin (50 um). Concentration-response studies of mast cell
serotonin release evoked by pro-inflammatory neuropeptides, evaluation of mast cell
viability and morphology by light and electron microscopy, and drug stability analysis by
thin layer chromatography (TLC) were performed. Serotonin release studies, carried
out together with morphological studies, showed the effectiveness of xanthatin to
stabilize mast cells. The present study provides the first strong evidence in favour of
the hypothesis that xanthatin inhibits substance P- and neurotensin-induced serotonin
release from peritoneal mast cells, acting thus as a mast cell stabilizer. Our findings
may provide an insight into the design of novel pharmacological agents which may be

used to regulate the mast cell response in neurogenic inflammation.
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Introduccién

Los mastocitos son células especializadas del tejido conectivo que liberan, en
respuesta a la activacion por estimulos externos, una gran variedad de mediadores
bioldgicamente activos (1-3).

Por el hecho de estar especialmente concentrados en tejidos que se encuentran en
contacto con el medio externo (piel, tracto respiratorio, tubo digestivo, vias
genitourinarias), son los primeros en detectar un dafo tisular, lo que provoca la
liberacion de mediadores responsables de reclutar a los polimorfonucleares e iniciar
las respuestas caracteristicas de una inflamacion aguda (2,4). Los mastocitos pueden
inducir de esta manera la activacion de células del sistema inmune como
granulocitos, monocitos/macréfagos, células dendriticas, linfocitos T, linfocitos B y
linfocitos NK (2).

Los mastocitos juegan un papel central en la patogénesis de enfermedades como el
asma, rinoconjuntivitis, urticaria, ciertos tipos de cancer, anafilaxis, alergias
alimentarias, mastocitosis sistémica, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis
reumatoidea, dermatitis atdpica, cistitis intersticial, sindrome del colon irritable,
migrafnas, esclerosis multiple e inflamacién neurogénica (3,5,6).

Se han identificado dos vias de activacién de mastocitos (1,7): 1) Via inmunoldgica:
es dependiente de la agregacién de los receptores FceRI y 2) Via no inmunoldgica: es
independiente de la agregacion de los FceRI. Entre los secretagogos basicos de via
no inmunolégica destacan los neuropéptidos pro-inflamatorios sustancia P y
neurotensina. La estimulacion de mastocitos inducida por estos neuropéptidos
constituye una de las principales vias de inflamacion neurogénica (3,8,9).

El proceso de activacion mastocitaria culmina con tres respuestas diferentes (10): a)

Exocitosis de los granulos secretorios que contienen moléculas bioactivas



preformadas (degranulacién), como la histamina y la serotonina; b) Sintesis “de novo”
y secrecion de mediadores lipidicos, como las prostaglandinas D, (PGD3) vy
prostaglandinas E, (PGE;) y c) Sintesis “de novo” y secrecion de citoquinas (como IL-
1, IL-10 y TNF-a), proceso que se inicia con la activacion de NF-kB.

En trabajos previos hemos demostrado que xanthatina (sesquiterpeno de nucleo
xanthandlido a,B-insaturado aislado de Xanthium cavanillesii Schouw), previene la
formacion de lesiones gastrointestinales inducidas por agentes ulcerogénicos y ejerce
una potente actividad antiinflamatoria (11-15). Hemos demostrado ademas que
xanthatina inhibe la liberacién de histamina y serotonina inducida por secretagogos
experimentales como el compuesto 48/80 en mastocitos de roedores (16-19). Sin
embargo, se desconoce el efecto de xanthatina sobre la activacion de mastocitos
inducida por estimulos fisiopatologicos.

El presente trabajo pretende estudiar la accion de xanthatina sobre la activacion de
mastocitos inducida por neuropéptidos pro-inflamatorios. Este sesquiterpeno podria
representar una nueva estrategia farmacologica en el tratamiento de patologias
inflamatorias vinculadas con la activacion de mastocitos, como la inflamacion
neurogénica.

Material y métodos

Drogas

Xanthatina fue provista por el Dr. Carlos Tonn (Departamento de Quimica Organica,
Instituto de Tecnologia Quimica, Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia,
Universidad Nacional de San Luis). Sustancia P y neurotensina fueron adquiridas en
Sigma.

Animales

Se utilizaron ratas machos adultas de la cepa Sprague-Dawley, mantenidas en el

bioterio del IHEM bajo estricto control de alimentacién, temperatura (22+1°C) y



periodos de luz/oscuridad (luz de 6:00 a 18:00 y oscuridad de 18:00 a 6:00).
Aislamiento y purificacion de mastocitos peritoneales

Los animales se sacrificaron con éter etilico bajo una campana de extraccion.
Inmediatamente después del sacrificio, los mastocitos fueron aislados por lavado
peritoneal y luego purificados en un gradiente discontinuo de solucion estéril de
Percoll (20). La pureza de las células aisladas se evalu6 por tincion con azul de
toluidina al 1% en HCI 0,7N. Para los diferentes ensayos se utilizaron las
preparaciones con una pureza del 95-100%. La viabilidad de los mastocitos luego de
la purificacidn se analizé por exclusion del colorante azul tripan.

Protocolo general

Los mastocitos peritoneales fueron incubados con: 1) Solucion PBS (buffer fosfato
salino): grupo basal. Tiempo de incubacion: 20 minutos. 2) Sustancia P: se ensayaron
diferentes concentraciones de sustancia P (1 uM, 50 uM y 100 uM) para establecer la
dosis Optima de activacion en nuesto sistema experimental. Tiempo de incubacion: 10
min con solucion PBS y 10 minutos adicionales con sustancia P. 3) Neurotensina: se
ensayaron diferentes concentraciones de neurotensina (1 uM, 50 uM y 100 uM) para
establecer la dosis 6ptima de activacidon en nuesto sistema experimental. Tiempo de
incubacion: 10 min con solucién PBS y 10 minutos adicionales con neurotensina. 4)
Xanthatina+sustancia P (100 uM): se utilizaron diferentes dosis de xanthatina (8 uM,
16 uM, 40 uM, 80 uM, 160 uM y 320 uM) para construir curvas dosis-respuesta.
Tiempo de incubacion: 10 min con xanthatina y 10 minutos adicionales con sustancia
P. 5) Xanthatina+neurotensina (50 uM): se utilizaron diferentes dosis de xanthatina (8
uM, 16 uM, 40 uM, 80 uM, 160 pM y 320 uM) para construir curvas dosis-respuesta.
Tiempo de incubacion: 10 min con xanthatina y 10 minutos adicionales con

neurotensina.



La viabilidad de los mastocitos luego de las incubaciones se analizé por exclusion del
colorante azul tripan. En las soluciones de incubacion se cuantificd serotonina como
marcador de degranulacién por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con
deteccidon electroquimica. En las células se estudid la concentracion de serotonina
remanente (no liberada) luego de las incubaciones, la morfologia de los mastocitos
por microscopia optica con azul de toluidina y microscopia electrénica de transmision.
La pureza y estabilidad de xanthatina antes y después de las incubaciones fue
evaluada por cromatografia en capa fina (TLC).

Cuantificacion de serotonina

Los niveles de serotonina, tanto en las soluciones de incubacion como en las células
remanentes, fueron medidos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con
deteccion electroquimica de acuerdo con el método de Wagner y cols. (21) con
algunas modificaciones (12). Los resultados se expresaron como porcentaje de
liberacion de serotonina.

Microscopia 6ptica con azul de toluidina

Las muestras fueron fijadas en una solucién de glutaraldehido 5% y formaldehido 4%
en buffer cacodilato 0,1 M (pH=7,2). Después de 1 h en el fijador, las células fueron
resuspendidas y alicuotas de las resuspensiones fueron colocadas sobre
portaobjetos, coloreadas con azul de toluidina al 1% en HCI 0.7N, observadas y
fotografiadas bajo un microscopio éptico Nikon Optiphot acoplado a una camara
Nikon CCD color.

Microscopia electronica de transmision

Las muestras fueron fijadas en solucién de glutaraldehido al 2.5% en PBS (pH=7,4).
Después de 1 h en el fijador, las células fueron refijadas en OsO4 al 1% en buffer
cacodilato 0.2M en oscuridad durante 12 h. El material fue deshidratado e incluido en

Spurr (Pelco, USA). Se cortaron secciones ultrafinas (60 nm) con ultramicrétomo



(Leica Ultracut R, Austria), se las colore6 con acetato de uranilo y plomo, se las
monto sobre grillas (Pelco, USA), se las examiné en un microscopio electrénico de
transmision (Siemens Elmiskop |, Alemania) y se tomaron micrografias.
Cromatografia en capa fina (TLC)

Las soluciones de incubacién fueron estudiadas por TLC, antes y después de las
incubaciones, para analizar la estabilidad quimica de la xanthatina. Extractos etilicos
de las soluciones de incubacion y los standards de xanthatina fueron sembrados en
placas para TLC. La cromatografia se desarrolld6 con acetato de etilo/n-hexano y se
revelé con permanganato de potasio. Se calcularon las relaciones de frente (Rf) de

las bandas obtenidas.

Tratamiento estadistico

Las diferencias entre los grupos fueron determinadas utilizando analisis de la varianza
de tipo 1 (ANOVA-1) seguido por la prueba de Tukey-Kramer. P<0,05 fue

considerado estadisticamente significativo.

Resultados

Estudios bioquimicos

La incubacion de mastocitos con sustancia P (dosis de 1 yM, 50 yM y 100 pM) indujo
un incremento significativo (P<0,01) de la liberacion de serotonina con respecto al
grupo basal (Figura 1A). Ninguno de los grupos experimentales mostro cambios en la
viabilidad celular (Figura 1B). Teniendo en cuenta estos resultados se eligio la dosis
de sustancia P 100 uM para realizar los ensayos con xanthatina.

La incubacién de mastocitos con neurotensina 1 yM no modifico la liberacién de
serotonina. La incubacién de mastocitos con neurotensina 50 yM y 100 yM indujo un
incremento significativo (P<0,01) de la liberacion de serotonina con respecto al grupo

basal. La liberacion inducida por neurotensina 50 uM fue similar a observada frente a



la accion de neurotensina 100 uM (Figura 2A). Ninguno de los grupos experimentales
mostré cambios en la viabilidad celular (Figura 2B). Teniendo en cuenta estos
resultados se eligid la dosis de neurotensina 50 uyM para realizar los ensayos con
xanthatina.

La incubacion de mastocitos con xanthatina (dosis de 8 uM, 16 uM, 40 uM y 80)
inhibi6 (P<0,01), en forma dosis-dependiente, la liberacion de serotonina inducida por
sustancia P 100 uyM (Figura 3A), sin modificar la viabilidad celular (Figura 3B). La
incubacion de las células con xanthatina 160 uM y 320 uM aumento la liberacion de
serotonina con respecto a la dosis de 80 uM (Figura 3A) y disminuyd
significativamente (P<0,01) la vitalidad celular (Figura 3B). En base a estos
resultados, se selecciond la dosis de xanthatina de 16 uM para llevar a cabo los
estudios morfoldgicos.

La incubacion de mastocitos con xanthatina (dosis de 8 uM, 16 uM, 40 uM y 80)
inhibi6 (P<0,01), en forma dosis-dependiente, la liberacion de serotonina inducida por
neurotensina 50 yM (Figura 4A), sin modificar la viabilidad celular (Figura 4B). La
incubacion de las células con xanthatina 160 uM y 320 uM aumento la liberacion de
serotonina con respecto a la dosis de 80 upuM (Figura 4A) y disminuyd
significativamente (P<0,01) la vitalidad celular (Figura 4B). En base a estos
resultados, se seleccion6 la dosis de xanthatina de 16 uM para llevar a cabo los
estudios morfoldgicos.

Estudios morfolégicos

Microscopia optica

Los mastocitos se identificaron por la presencia en el citoplasma de granulos
secretorios metacromaticos. Los mastocitos del grupo basal presentaron alta

densidad granular (Figura 5A). Los mastocitos estimulados con sustancia P 100 yM



(Figura 5B) y con neurotensina 50 uM (Figura 5C) mostraron un evidente proceso de
degranulacion. Los mastocitos pretratados con xanthatina 16 uM y luego estimulados
con sustancia P 100 uM (Figura 5D) o con neurotensina 50 uM (Figura 5E)

presentaron morfologia similar a la del grupo basal.

Microscopia electronica de transmision

Los mastocitos basales mostraron microvellosidades en la superficie celular y
numerosos granulos de secrecion, electronicamente densos, regularmente
distribuidos en todo el citoplasma (Figura 6A). Los mastocitos estimulados con
sustancia P 100 uM (Figura 6B) y con neurotensina 50 uM (Figura 6C) mostraron
granulos secretorios irregulares con diferentes grados de densidad electronica y
canales de exocitosis. Los mastocitos pretratados con xanthatina 16 uM y luego
estimulados con sustancia P 100 uM (Figura 6D) o con neurotensina 50 yM (Figura
6E) mostraron minima degranulacién y caracteristicas morfoldgicas similares al grupo
basal.

Estudios de estabilidad quimica de xanthatina

El valor de Rf para xanthatina fue de 0,46. No se observaron cambios de Rf ni bandas
de degradacién de xanthatina luego de las incubaciones.

Discusion

Los primeros experimentos del presente trabajo fueron disefiados para evaluar el
efecto de xanthatina sobre la respuesta secretoria inducida por sustancia P vy
neurotensina en mastocitos peritoneales. Esta respuesta secretoria fue medida a
través de la liberacidn de serotonina, mediador preformado asociado a la matriz de
los granulos citoplasmaticos. La serotonina es utilizada como un marcador bioquimico
de activacion de mastocitos, de acuerdo con los trabajos de Taylor y cols. (22), Kim y

cols. (23) y Kawamoto y cols. (24).

10



La sustancia P y la neurotensina son secretagogos de mastocitos capaces de
estimular la liberacion de serotonina y otros mediadores de la inflamacion a partir de
los granulos intracitoplasmaticos (25,26). La sustancia P ejerce su accion por
activacion de receptores NK1 acoplados a proteinas G heterotriméricas. La
estimulacion de estos receptores conduce a la activaciéon de fosfolipasa C, con la
consiguiente produccién de inositol trifosfato y diacilglicerol, que conducen al aumento
intracelular de calcio (27). La neurotensina estimula receptores especificos NTR,
acoplados también a proteinas G heterotriméricas (28).

Los primeros resultados de nuestro estudio demostraron que la incubacion de
mastocitos peritoneales con soluciones de sustancia P 100 uM y neurotensina 50 uM
incrementa la liberacién de serotonina con respecto al grupo basal y que este efecto
es inhibido por xanthatina en forma dosis-dependiente. Los resultados obtenidos a
partir de los ensayos con azul tripan demostraron que xantahtina no resulto citotoxica,
excepto a concentraciones mayores de 160 uM.

A pesar de las fuertes evidencias bioquimicas, consideramos que se necesitaba
ademas una evaluacion morfoldgica para reforzar la validez de nuestros hallazgos
iniciales. Asi, disefilamos un segundo conjunto de experimentos para analizar el
efecto de la xanthatina sobre la morfologia mastocitaria, a nivel de microscopia éptica
y electronica.

Nuestros hallazgos morfolégicos, a nivel de la microscopia 6ptica, demostraron que la
xanthatina inhibio la liberacion de granulos metacromaticos mastocitarios, sugiriendo
una interaccién del sesquiterpeno con la poblacion de mastocitos y una inhibicion de
la degranulacion inducida por la sustancia P y la neurotensina.

Ademas, en nuestro estudio, la liberacion significativamente aumentada de serotonina
después del tratamiento con sustancia P y con neurotensina, se relacioné

estrechamente con evidentes cambios ultraestructurales mastocitarios. A pesar de
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que xanthatina indujo algunos cambios a este nivel, su accién fue significativamente
menos dramatica que la ejercida por los secretagogos “per se”. Algunos autores han
demostrado que, a nivel de la microscopia electronica de transmision, los granulos de
los mastocitos basales son homogéneamente densos (29-31). Se ha descripto,
ademas, que la liberacion de mediadores mastocitarios esta asociada con
alteraciones facilmente detectables en la apariencia ultraestructural de los granulos,
que incluyen un agrandamiento del espacio entre el granulo y su membrana,
edematizacion granular, disminucion de la densidad electronica del contenido
granular y presencia de canales de exocitosis.

El hecho que los mastocitos tratados con xanthatina antes de la sustancia P o de la
neurotensina no mostraran evidencias de degranulacién podria indicar: 1) cambios en
la capacidad de los mastocitos para responder completamente a los secretagogos o:
2) inactivacion del secretagogo por interaccion quimica con el sesquiterpeno. Esta
segunda posibilidad implicaria cambios estructurales en xanthatina que podrian ser
detectadas por cromatografia en capa fina. Asi, una evaluacién de los valores de Rf
para xanthatina fue llevada a cabo. Nuestros resultados demostraron que no hubo
cambios en los valores de Rf después de las incubaciones con xanthatina mas los
secretagogos. En consecuencia, los resultados obtenidos a partir de los estudios por
cromatografia en capa fina nos permitieron proponer que no existe unién entre el
sesquiterpeno y los secretagogos.

A pesar de que no es posible establecer una correlacion estricta entre estudios “in
vitro” e “in vivo”, el hecho de que xanthatina inhiba la liberacién de serotonina a partir
de mastocitos peritoneales, plantea la posibilidad de que el sesquiterpeno podria
actuar como un estabilizador mastocitario en el animal intacto.

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que

xanthatina inhibe la degranulacién de mastocitos inducida por sustancia P y por
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neurotensina. Estudios adicionales acerca de los mecanismos de los mecanismos de
accion del sequiterpeno permitiran un mejor conocimiento de los cambios celulares y
moleculares que tienen lugar en los mastocitos después del tratamiento con
xanthatina. Los presentes hallazgos fortalecen la posibilidad de que este
sesquiterpeno de origen natural pueda representar una nueva alternativa en el disefio
de agentes farmacologicos y en el tratamiento de patologias vinculadas con la

activacion de mastocitos.
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Figura 1. A: Efecto de concentraciones crecientes de sustancia P sobre la liberacion
de serotonina mastocitaria. Los resultados se expresaron como porcentaje de
liberacion de serotonina. Los valores se presentan como media + S.E.M. **P<0,01
versus basal. B: Efecto de concentraciones crecientes de sustancia P sobre la
vitalidad mastocitaria. Los resultados se expresaron como porcentaje de células
vivas. Los valores se presentan como media + S.E.M.
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Figura 2. A: Efecto de concentraciones crecientes de neurotensina sobre la liberacion
de serotonina mastocitaria. Los resultados se expresaron como porcentaje de
liberacion de serotonina. Los valores se presentan como media + S.E.M. **P<0,01
versus basal. B: Efecto de concentraciones crecientes de neurotensina sobre la
vitalidad mastocitaria. Los resultados se expresaron como porcentaje de células
vivas. Los valores se presentan como media + S.E.M.

19



XANTHATINA+SUSTANCIA P
Estudio dosis-respuesta

an
7
W0 *x
%
204

Em ﬂﬂﬁﬁﬂ

P R
o 59'\““ ‘tbkw '\6&“\5 &\Qk“ *\@u‘w{i'\@‘w*\'@“

% liberacién serotonina

A

% céelulas vivas
[n2]
=

eaﬁé ® ’\QG ‘%\N\*

°
B *‘,\q’\wﬁ bn\w *‘@\.\Wai,\@&w l@\;\mﬁ?

Figura 3. A: Efecto de concentraciones crecientes de xanthatina (Xt) sobre la
liberacion de serotonina mastocitaria inducida por sustancia P 100 yM (SP). Los
resultados se expresaron como porcentaje de liberacion de serotonina. Los valores se
presentan como media =+ S.E.M. **P<0,01 versus basal y *P<0,01 versus sustancia P.
B: Efecto de concentraciones crecientes de xanthatina (Xt) mas sustancia P 100 yM
(SP) sobre la vitalidad mastocitaria. Los resultados se expresaron como porcentaje de
células vivas. Los valores se presentan como media + S.E.M. **P<0,01 versus basal.
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Figura 4. A: Efecto de concentraciones crecientes de xanthatina (Xt) sobre la
liberacion de serotonina mastocitaria inducida por neurotensina 50 yM (NT). Los
resultados se expresaron como porcentaje de liberacion de serotonina. Los valores se
presentan como media =+ S.E.M. **P<0,01 versus basal y *P<0,01 versus sustancia P.

B: Efecto de concentraciones crecientes de xanthatina (Xt) mas neurotensina 50 uM

(NT) sobre la vitalidad mastocitaria. Los resultados se expresaron como porcentaje de
células vivas. Los valores se presentan como media + S.E.M. **P<0,01 versus basal.
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MICROSCOPIA OPTICA
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Figura 5. Microscopia optica de mastocitos peritoneales de rata coloreados con azul
de toluidina. A: Basal. B: Sustancia P 100 uM. C: Neurotensina 50 yM. D: Xanthatina
16 uM + Sustancia P 100 uM. E: Xanthatina 16 uM + Neurotensina 50 yM. Barra = 10
Mm
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Figura 6. A: Microscopia Optica de mastocitos peritoneales de rata coloreados con
azul de toluidina. A: Basal. B: Sustancia P 100 yM. C: Neurotensina 50 uM. D:
Xanthatina 16 yM + Sustancia P 100 uM. E: Xanthatina 16 yM + Neurotensina 50 uM.
Barra = 3 um. Flecha negra: microvellosidad. Flecha blanca: granulo citoplasmatico
homogéneamente denso. CE: canal de exocitosis.
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