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Resumen

Resumen

El gas mostaza es un agente tdxico que ha sido empleado como arma quimica en
diferentes escenarios historicos. Su primera aplicacion con fines bélicos se remonta a la
Primera Guerra Mundial y, a pesar de estar recogido en la Convencion de Armas
Quimicas, la prohibicién no ha impedido su uso y existen registros sobre ataques
perpetrados en Siria en el afio 2016 con este agente vesicante. De hecho, la ausencia de
antidotos especificos para un adecuado tratamiento en caso de exposicion aguda y la
escasa informacion sobre el mecanismo de accion de esta sustancia han motivado la

investigacion de esta tesis doctoral.

En este estudio se pretende analizar la toxicidad aguda de la mostaza sulfurada y
nitrogenada a nivel celular, utilizando un modelo de fibroblastos humanos y cultivos
celulares de queratinocitos HaCaT, ensayando posibles sustancias protectoras como

quercetina y vitamina C.

Los tipos de muerte celular inducidos por la exposicion a mostaza sulfurada y
nitrogenada se deben a un incremento significativo de apoptosis y necroptosis, sin

alterarse la necrosis de forma estadisticamente significativa.

Nuestro estudio de toxicidad en modelos celulares de la quercetina mostro efectos
protectores hasta concentraciones finales de 10 uM y un efecto toxico al incrementar la

mortalidad de forma estadisticamente significativa a concentraciones superiores a 20 uM.

El tratamiento preventivo con quercetina, aplicado antes de la exposicion aguda a
mostazas, disminuye la muerte celular de forma estadisticamente significativa. Por tanto,
para mostaza sulfurada la proteccion con quercetina 1 uM es 56,8%, mientras que para la
nitrogenada es 41,3%. EI tratamiento con quercetina 2,5 uM ofrece una proteccion de

67,1% para la sulfurada y 53,9% para la nitrogenada.

El efecto de las mostazas sobre la senescencia nos permite concluir que ambas
tienen efecto senolitico estadisticamente significativo, disminuyendo el porcentaje de
celulas senescentes en funcion de su concentracion con un ICso de 750 uM y 1000 uM
para la mostaza sulfurada y nitrogenada respectivamente. Estos resultados se han
obtenido cuantificando células senescentes en la poblacion de células vivas, descartando

las apoptéticas y necréticas inducidas por las mostazas.
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Resumen

PALABRAS CLAVE:

Apoptosis, citometria de flujo, especies reactivas de oxigeno, fibroblastos, gas mostaza,
guerra quimica, mostaza nitrogenada, mostaza sulfurada, queratinocitos HaCaT,

quercetina, SA-B-Galactosidasa, senescencia, vitamina C.
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Resumen

Abstract

Mustard gas is a toxic agent that has been used as a chemical weapon in different
historical sceneries. Its first use goes back to World War | and, despite being banned by
the Chemical Weapons Convention, its prohibition has not prevented its use and there are
records about Syrian attacks in 2016 with this vesicant agent. Furthermore, the absence
of a specific antidote for an appropriate treatment in case of acute exposure to mustard
gas and the limited information regarding its mechanism of action have promoted the

research of this doctoral thesis.

This research aims to analyze the acute toxicity of sulfur and nitrogen mustard at
cellular level, using a model of human fibroblasts and HaCaT keratinocyte cell cultures.

We have tested possible protective substances such as quercetin and vitamin C.

The different types of cell death induced by sulfur and nitrogen mustard exposure
ascribe to a significant increase in apoptosis and necroptosis, without altering the necrosis

in a statistically significant way.

Our toxicity study in quercetin cell models showed protective effects up to final
concentrations of 10 uM and a toxic effect with a statistically significant increase in

mortality at concentrations above 20 uM.

Preventive treatment with quercetin, applied before acute mustard exposure,
reduces cell death in a statistically significant way. Therefore, for sulfur mustard
exposure the protection with quercetin 1 uM is 56,8%, whereas for nitrogen mustard is
41,3%. Treatment with quercetin at 2,5 uM offers a protection of 67,1% for sulfur

mustard and 53,9% for nitrogen mustard.

The effect of mustard gas on senescence allows us to conclude that both sulfur and
nitrogen mustard have a statistically significant senolytic effect, decreasing the
percentage of senescent cells depending on the concentration with an 1Csp of 750 uM for
sulfur mustard and 1000 uM for nitrogen mustard. These results have been obtained by
quantifying senescent cells in the living cell populations, ruling out apoptotic and necrotic

cells induced by mustard gas exposure.
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Resumen

KEYWORDS:

Apoptosis, chemical warfare, fibroblasts, flow cytometry, HaCaT keratinocytes, mustard
gas, nitrogen mustard, quercetin, reactive oxygen species, SA-B-Galactosidase,

senescence, sulfur mustard, vitamin C.
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Abreviaturas

Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

ADN- Segmentos de ADN con alteraciones de la cromatina que refuerzan
SCARS la senescencia

ALT Enzima alanina aminotransferasa

ARN Acido ribonucleico

AST Enzima aspartato aminotransferasa

BrduU Bromodesoxiuridina

CAQ Convencién sobre Armas Quimicas

CAS Chemical Abstracts Service registry number
COX Ciclooxigenasa

DAPI 4',.6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate
DIABLO Direct IAP-binding protein with low pl

dL Decilitro (0,1 litros)

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimetilsulfoxido

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

EPI Equipo de proteccion individual

FDG Fluorescein-di-B-D-galactopirandsido

HDL High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidad)

I1Cso Half-maximal inhibitory concentration (concentracién media
inhibitoria del 50%)

IL Interleuquina

IMC indice de Masa Corporal

v Intravenoso

LDso Lethal dose 50 (dosis letal 50%)

LDL Low density lipoprotein (lipoproteina de baja densidad)

mL Mililitro (107 litros)

ul Microlitro (107 litros)

pM Micromolar (10 molar)

mM Milimolar (10" molar)

MN Mostaza nitrogenada

MPO Enzima mieloperoxidasa

MS Mostaza sulfurada

MSCs Células madre mesenquimales

mTOR Mammalian Target Of Rapamycin o diana de rapamicina en
mamiferos

NF-kB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activadas



Abreviaturas

nm
nM
NOS
PARP
PBS
PE

Pl

PM
PMA

RNS
ROS

rpm
SA-B-Gal
SAHF
SASP
SFB
SIPS
SIRT1

SMAC

SO
STAC
TNF
TRAIL
uv
Vit. C

20

Nandmetro (10" metros)

Nanomolar (10" molar)

Oxido nitrico sintasa

Poli ADP (adenosin difosfato) ribosa polimerasa
Phosphate buffered saline

Ficoeritrina

Yoduro de propidio

Peso molecular

Forbol miristato acetato

Quercetina

Reactive nitrogen species 0 especies reactivas de nitrégeno
Reactive oxygen species 0 especies reactivas de oxigeno
Revolucion por minuto

Senescence Associated beta Galactosidase

Focos heterocromaticos asociados a senescencia

Fenotipo secretor asociado a la senescencia

Suero fetal bovino

Senescencia prematura inducida por estrés

Silent mating type Information Regulation Two tipo 1 o Sirtuina
tipo 1

Segundo activador derivado de la mitocondria activador de
caspasas

Enzima superoxido dismutasa

Compuesto activador de la sirtuina

Factor de necrosis tumoral

TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand

Ultravioleta

Vitamina C
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Introduccion

GAS MOSTAZA:
Antecedentes histéricos

Muchas civilizaciones antiguas han utilizado sustancias toxicas con diferentes
fines. Hay investigaciones arqueologicas que describen como el hombre del Paleolitico
impregnaba las puntas de flecha en diversos venenos para facilitar la caza. Yaen el afio
3.500 a.C. el emperador japonés Shen-Nung cultivaba un jardin bot&nico para el estudio
de las plantas medicinales y toxicas. Se conservan papiros que relatan el manejo de la
alquimia por parte de los egipcios mezclando minerales hasta conseguir trioxido de
arsénico u otras toxinas. Los romanos incluso crearon la figura del envenenador
profesional para llevar a cabo magnicidios con discrecion. Bien se obtuvieran a partir de
plantas o semillas, de minerales o de origen animal a través de serpientes, arafias, ranas o
alacranes, el uso de tdxicos y antidotos queda reflejado en sanscrito en los libros de Veda
que posteriormente fundarian el hinduismo, asi como en la Biblia o diversas mitologias
(Repetto Jiménez M. and Repetto Kuhn G., 2009). De hecho, la etimologia del término
“toxicologia” proviene del griego (to&ikdév 0 toxikdn “veneno” y -Aoyia 0 -logia

“discurso”).

Sin embargo, no fue hasta la Primera Guerra Mundial (28 de julio de 1914 hasta el
11 de noviembre de 1918) donde la escalada de hostilidades marcé el verdadero
nacimiento de las armas quimicas. El afan por causar el mayor nimero de bajas posible,
tanto para matar como para incapacitar al enemigo, convirtio en prioridad su produccién
a nivel industrial (Chauhan et al., 2008). La industria quimica alemana disponia
capacidad de produccién a gran escala debido a sus fabricas de tintes con personal técnico
cualificado y sofisticados equipos de produccion. No obstante, fue Francia el primer pais
en utilizar sustancias quimicas puesto que en 1912 empleaban bromoacetato de etilo como
agente antidisturbios por su actividad lacrimogena y en 1914 lo aplicaron en el &mbito
militar contra los alemanes. En 1916 los alemanes crearon la “Comunidad de intereses
de la industria de tintes” con la asociacion de tres grandes empresas, BASF, Hoechst y
Bayer, permitiendo que los laboratorios experimentasen con multiples sustancias: el
nitrato (como fertilizante y como explosivo), el amoniaco (descubrimiento que le reportd

al cientifico aleman Fritz Haber el Premio Nobel de Quimica en 1918), el cloro y el
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Introduccidn

fosgeno (agentes neumotoxicos de guerra). Los alemanes justificaban la violacion de las
Convenciones de la Haya de 1899 y 1907 centradas en reglamentar la guerra, alegando
que los franceses ya utilizaban municiones quimicas y que de este modo Alemania
obtendria un final rapido para la guerra. Ademas, explicaban que el uso de bombonas de
cloro no infringia los acuerdos de la Haya puesto que la dispersion del gas asfixiante no
implicaba la utilizacion de proyectiles, defendiendo por otra parte que las armas quimicas
eran menos horribles que los explosivos ingleses porque en lugar de mutilar al
combatiente le conferian una muerte rapida e indolora. Poco a poco el uso del EPI
(Equipo de Proteccion Individual) fue cobrando mayor importancia, incluso llegaron a
disefiarse mascaras para proteger a caballos, mulas o perros, animales clave dentro de las
operaciones militares. El reverendo britanico y capellan castrense Owen Spencer

Watkins describia con terror un ataque por cloro en 1915 (Pita, 2008):

Cuando salimos a tomar el aire durante unos momentos para aliviarnos
de la agobiante atmdsfera de los pabellones, nuestra atencién se dirigio al
fuerte fuego del norte, donde los franceses mantenian la linea.
Evidentemente era una dura lucha —y ansiosamente miramos con nuestros
prismaticos sobre el terreno esperando averiguar algo del progreso de la
batalla—. Entonces vimos algo que hizo que nuestros corazones dejaran de
latir —figuras confusas y corriendo locamente por todo el campo-—.

“Los franceses han caido”, exclamamos. Nosotros dificilmente
crelamos nuestras propias palabras... No podiamos dar crédito a la historia
gue nos contaban; la atribuiamos a su imaginacién aterrorizada —una nube
gris-verdosa habia sido extendida sobre ellos, volviéndose amarilla a medida
que iba pasando por todo el terreno, acabando con todo lo que tocaba,
secando la vegetacion—. El coraje humano no podia hacer frente a tal
peligro.

Entonces se tambalearon entre nosotros soldados franceses, ciegos,
tosiendo, con el pecho palpitando, caras con un feo color violeta —labios sin
poder decir nada, llenos de agonia— y supimos que habian dejado atras
cientos de camaradas muertos y agonizando en las trincheras llenas de gas.
Lo imposible se habia hecho realidad.

Fue la cosa més diabdlica y cruel que jamas he visto.

La incorporacion de la iperita, sulfuro de bis (2-cloroetilo), obligo a redefinir el
concepto del EPI puesto que la mascarilla resultaba insuficiente para proteger al
combatiente, haciendo necesarios uniforme y guantes especiales. Sin embargo, la

produccion de estos equipos era minima, no existiendo suficientes unidades para proteger
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a los combatientes. Se considera que la iperita fue sintetizada por primera vez en 1822
por Cesar-Mansuete Despretz al hacer reaccionar etileno con sulfuro de cloro. El quimico
aleman Viktor Meyer fue capaz de sintetizarla con mayor pureza en 1886 mediante la
reaccion de tiodiglicol con tricloruro de fésforo. Entre 1916 y 1917 fue producida a gran
escala por Lommel y Steinkopf utilizando cloruro de tionilo. EI 12 de julio de 1917 fue
usada por primera vez por los alemanes en zonas de combate cercanas a la ciudad belga
de Ypres, de donde deriva el nombre de “iperita”. Un afio mas tarde ya la utilizaban
franceses, britanicos y estadounidenses. Para optimizar su efecto los alemanes
combinaban el uso de sustancias lacrimdgenas o con efectos eméticos (por ejemplo,
compuestos arsenicales como la difenilcloroarsina) para obligar al combatiente a retirarse
la méscara (proyectiles “rompe-mascaras” sefializados con una cruz azul) y acto seguido
diseminar fosgeno o iperita. Aungue a temperatura ambiente la iperita se encuentra en
estado liquido, su alta volatilidad a temperatura relativamente baja les permite
permanecer en la zona durante periodos prolongados de tiempo. Los afectados relataban
que el impacto de los proyectiles cargados de iperita, sefializados con una inconfundible
cruz amarilla, dispersaba vapores amarillentos con fuerte olor a ajo 0 mostaza, por lo que
también se le otorgod la denominacion de “gas mostaza™. Tras varias horas de latencia “el
rey de los gases” producia multiples lesiones al combatiente que lo incapacitaban, por lo
que a nivel logistico suponia un reto mayor que en el caso de fallecidos, puesto que la
asistencia al paciente implicaba un importante un consumo de recursos tanto materiales
como personales, requiriendo instalaciones sanitarias para la desinfeccién y tratamiento
médico, que de media requeria dos meses de hospitalizacion. Asimismo, los efectos
psicoldgicos del gas causaban una sustancial merma en la operatividad del combatiente.
A diferencia del cloro y el fosgeno, ampliamente utilizados en la industria de los tintes,
la iperita fue el resultado de un programa de investigacion y desarrollo para sintetizar una
sustancia especificamente disefiada para el ambito bélico sin ninguna aplicacion
industrial. La produccion de la iperita constituia un serio riesgo para los trabajadores, ya
que los escapes eran frecuentes y las intoxicaciones habituales cada cierto tiempo.
Debido a que la sustancia se congela a 14.4 °C tuvieron que disefiarse mezclas para
disminuir el punto de fusion. El llenado de los proyectiles constituia uno de los pasos
maés delicados, requiriendo instalaciones de seguridad para disminuir los accidentes.
Debido al riesgo, las fabricas civiles rechazaron el manejo de la sustancia, debiendo
construirse plantas militares dedicadas en exclusiva a su produccion. Los alemanes

utilizaban los proyectiles “cruz amarilla” en zonas que no les interesaba ocupar por la
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persistencia del agente en el campo de batalla, dando especial importancia a la
meteorologia en sus manuales técticos, puesto que el viento influia en la dispersion del
agente y la temperatura en su persistencia (a bajas temperaturas la volatilizacion es mas
lenta por lo que se mantiene en el ambiente durante mas tiempo, en cambio a temperaturas
altas el agente se volatiliza més rapido, tabla 1). En 1903 un hallazgo accidental por parte
de Julius Aloysius Nieuwland descubrié la lewisita, un liquido todavia mas volétil que la
iperita y con efectos inmediatos, aungue sus estudios no fueron aprovechados hasta 1918.
A pesar de que ese mismo afio se firmase el armisticio por parte de Alemania poniendo
fin a la Primera Guerra Mundial, el estudio de agentes quimicos de guerra continuo

desarrollandose por parte de todos los paises.

EFECTOS DE LOS FACTORES AMBIENTALES EN LA
DISPERSION DE LOS AGENTES QUIMICOS

INFLUENCIA DEL CLIMA
EN LA DISPERSION DE LA
CONTAMINACION DEL
SUELO

INFLUENCIA DEL CLIMA
EN LA DISPERSION DE LAS
NUBES CONTAMINADAS

Factores que disminuyen el
peligro de formacion de una nube peligro de que se produzca la
con agentes de guerra quimica en contaminacion del suelo:

forma de aerosol: - Temperaturas altas del

Factores que disminuyen el

Direccion del viento
variable.

Velocidad del viento alta.

Aire inestable
(turbulencias).
Precipitacion.
Temperatura baja.

Factores que incrementan el
peligro de formacién de una
nube con agentes de guerra
quimica en forma de aerosol:

Direccién del viento
estable.

Velocidad del viento < 3
m/s.

Temperatura > 20 °C.
Humedad alta.

No precipitacion.

suelo.

Velocidad alta del
viento.

Aiire inestable.
Precipitacion copiosa.

Factores que incrementan el
peligro de que se produzca la
contaminacion del suelo:

Temperatura < 0 °C.
Baja velocidad del
viento.

Aire estable.

Lluvia muy ligera.

Tabla 1. Influencia de los factores ambientales en la dispersion de los

agentes quimicos.

Fuente: Unidad sueca de Investigacién en Defensa

Nacional (FOI), Briefing Book on Chemical Weapons, 1992.
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En la Segunda Guerra Mundial (1 de septiembre de 1939, 2 de septiembre de 1945)
Adolf Hitler rechazé el uso de la iperita debido a una experiencia personal de irritacion
ocular intensa durante un ataque dirigido hacia el Reino Unido (Pita and Vidal-Asensi,
2010). El mismo lo relaté en el Mein Kampf (Hitler A., 1925) cuando fue mensajero del
16.° Regimiento de Infanteria Bavaro de Reserva en 1918. Fue durante su estancia
hospitalaria cuando recibi6 la noticia del armisticio del 11 de noviembre de 1918 que
ponia fin a la Primera Guerra Mundial.

En la noche del 13 al 14 de octubre, los ingleses empezaron a lanzar
granadas de gas en el frente sur del sector de Ypres; utilizaban gas cruz
amarilla, cuyo efecto todavia nos era desconocido, ya que no lo habiamos
experimentado en nuestros propios cuerpos. En esta noche lo conoceria en
mis propias carnes. La noche del 13 de octubre nos encontrabamos aun en
un cerro al sur de Wervick envueltos por un fuego de tambor de granadas de
gas que duraba ya varias horas y que continuaria con mayor o menor
estruendo durante toda la noche. Ya hacia la medianoche, una parte de
nosotros nos abandond, entre ellos algunos camaradas nos dejaron para
siempre. Al amanecer, también yo fui presa del dolor que de cuarto en cuarto
de hora se hacia mas intenso, y a las siete de la mafiana, tropezando y
tambaledndome con los ojos ardiendo, me dirigi a la retaguardia, llevando
aun mi ultimo parte de guerra.

Unas horas mas tarde los ojos se me habian convertido en ascuas y a
mi alrededor dominaban las tinieblas.

En este estado se me trasladé al hospital de Pasewalk en Pomerania, y
ahi tuve que vivir la revolucion.

En esta época se produjo una liberacién accidental de mostaza sulfurada en el puerto
italiano de Bari. Los alemanes decidieron atacar dicho puerto porque constituia el
principal centro logistico de suministros del mar Adriatico para las tropas de los Aliados,
que posteriormente marchaban hacia la linea Gustav de la Alemania nazi que impedia su
progresion por la peninsula italica en direccion norte. EIl ataque se produjo el 2 de
diciembre de 1943 y uno de los buques impactados, el estadounidense SS John Harvey,
albergaba unas dos mil bombas M47A1 con iperita. La liberacion de la carga no s6lo
afecto a los marineros del buque y a los navios contiguos, sino que la propagacion del gas
Ilegd hasta la ciudad de Bari afectando a poblacion civil. Como consecuencia fallecieron
mas de 600 militares norteamericanos y mas de 1000 civiles sin apenas pérdidas para los
atacantes. El incidente inicialmente traté de mantenerse en secreto para evitar que los

alemanes pensasen que los aliados estaban planeando un ataque con armas quimicas. Los
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afectados de esta catastrofe cursaron con supresion de la médula désea y disminucion de
los ganglios linfaticos (Pita, 2008). Ante este descubrimiento, los farmacéuticos Gilman
y Goodman de Yale decidieron examinar los posibles efectos terapéuticos de la sustancia
mediante experimentos con mostaza nitrogenada en ratones que habian recibido un
trasplante de tumor linfoide. Al observar regresion del tumor convencieron a su colega
Gustaf Lindskog, cirujano toréacico, para que administrase mostaza nitrogenada a
pacientes afectos de linfoma no Hodgkin con obstruccion severa de la via aérea,
observandose una importante regresion de las células tumorales en diversos tipos de
linfoma. Debido al secretismo sobre el ataque de Bari los resultados del estudio no se
publicaron hasta 1946 (tres afios mas tarde). A partir de entonces numerosos estudios
han llevado a la sintesis de compuestos alquilantes con efectos citostaticos que se aplican
en laactualidad para terapias oncolégicas, incluyendo la ciclofosfamida y el clorambucilo
(Schmidt et al., 2018c).

El empleo de la iperita también se llevd a cabo por otras nacionalidades (Pita, 2008):
los espafioles la utilizaron en la guerra del Rif (1921-1927), los italianos en la invasion
de Etiopia (1935-1936), los japoneses contra China (1938-1945), los egipcios en Yemen
(1962-1970), los iraquies en Iran (1983-1988) y mas recientemente el Estado Islamico en
Siria (2016) (Razavi et al., 2016).

El gas mostaza (figura 1) forma parte de los agentes vesicantes de guerra (tabla 2)
junto con las lewisitas (L) y la oxima de fosgeno (CX). Se trata de productos quimicos
que causan ampollas y quemaduras en la piel, ademas de irritacion ocular, afectacion de
mucosas Yy de la via respiratoria (Batal et al., 2013). La modificacién de la estructura
quimica de la mostaza sulfurada llevo a la sintesis de la mostaza nitrogenada para
aumentar su eficacia con fines bélicos (Szinicz, 2005). Su proceso de fabricacion es
simple y barato, por lo que pueden utilizarse tanto para uso terrorista como militar (Balali-
Mood and Hefazi, 2005).

@ CH,-CH-CI (b) /CHz-CHz-CI
R-N

CH,-CH,-CI %HZ-CHz-Cl

Figura 1. Estructura quimica de la mostaza (a) sulfurada y (b) nitrogenada.
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La Convencidon sobre Armas Quimicas (CAQ) es un tratado internacional firmado
en 1993 (en vigor desde 1997) que prohibe el desarrollo, produccion, almacenaje y uso
de armas quimicas, tipificando ademas su forma de destruccion. A partir de este tratado
de desarme en 1997 se creo la Organizacion para la Prohibicion de las Armas Quimicas
(OPAQ) con sede en La Haya, para asegurar la destruccion de las armas quimicas y evitar
su proliferacion. El ndmero de registro CAS (Chemical Abstracts Service registry
number, tabla 3) es la identificacion numérica oficial para compuestos quimicos,
polimeros, secuencias biologicas, preparados y aleaciones que asigna la Sociedad
Americana de Quimica, para almacenar todas las sustancias quimicas descritas en la

literatura en una base de datos.

AGENTES QUIMICOS DE GUERRA

AGENTES LETALES

Neumotdxicos o Vesicantes: Nerviosos o Hemorragicos o
sofocantes: - Mostaza neurotoxicos: cianogeénicos:
- Cloro (CI) azufrada o - Serie G (acttan - Cianuro de
- Fosgeno iperita (HD) por inhalacion): Hidrogeno (AC)
(Yousefzadeh - Mostaza o Tabln (GA) - Cloruro de
etal.) nitrogenada o Sarin (GB) Ciandgeno (CK)
- Difosgeno (DP) (HN) o Soman
- Cloropicrina - Lewisita (L) (Srivastava et
(PS). al.)
o Cyclosarin.

- Serie V (acttan
por via cutanea e
inhalacion de
aerosoles):

o VX
o Novichok

AGENTES INCAPACITANTES

Fisicos o psicoldgicos:

-Bz

Neutralizantes (gases lacrimdgenos cuyos
efectos desaparecen cuando se deja de estar

expuesto al agente):
- CN
- CS

Tabla 2. Agentes quimicos de guerra (tabla de la autora).
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REGISTRO CAS

MOSTAZAS DE AZUFRE

Sustancia quimica

Clorometilsulfuro de 2-
cloroetilo

Sulfuro de bis (2-
cloroetilo) (Gas mostaza)

Bis(2-cloroetiltio)metano

1,2-bis(2-cloroetiltio)etano
(Sesquimostaza)
1,3-bis(2-cloroetiltio)-n-
propano
1,4-bis(2-cloroetiltio)-n-
butano
1,5,-bis(2-cloroetiltio)-n-
pentano

Bis(2-cloroetiltiometil)éter

Bis(2-cloroetiltioetil)éter
(Mostaza O)

NuUmero del CAS

(2625-76-5)

(505-60-2)

(63869-13-6)

(3563-36-8)

(63905-10-2)

(142868-93-7)

(142868-94-8)

(63918-90-1)

(63918-89-8)

MOSTAZAS NITROGENADAS

Sustancia quimica

HN1: Bis(2-
cloroetil)etilamina
HN2: Bis(2-
cloroetil)metilamina

HN3: Tris(2-cloroetil)amina

Tabla 3. Registro CAS de las mostazas sometidas a control (tabla de la autora).
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Mecanismo de accidn

Es importante recalcar que los gases mostaza a pesar de otorgarseles la
denominacion de “gas” a temperatura ambiente se encuentran en estado liquido. Las
hipétesis de estudio se basan en la experiencia de los diferentes conflictos bélicos en los
que se utilizo el gas mostaza como arma quimica a lo largo de la historia (sobre todo en
la Primera Guerra Mundial y en Irag-Iran), por lo que todavia falta informacion sobre los
mecanismos de accion especificos, aunque su principal efecto descrito hasta ahora en la
bibliografia es la alquilacion de distintas moléculas que regulan el funcionamiento
celular.  Algunos autores han realizado experimentos controlados en laboratorio,
especialmente en ratones, dejando patente la importancia que supone el tiempo de

exposicion al toxico (Greenberg et al., 2006).

Los radicales libres son inestables y altamente reactivos al contar en su estructura
quimica con uno o0 mas electrones que no estan apareados en su orbital mas externo,
disponiendo de una vida media muy corta y actuando cerca del lugar donde se forman.
Se estabilizan al adquirir electrones procedentes de &cidos nucleicos, lipidos, proteinas,
carbohidratos u otra molécula proxima, causando una cascada de reacciones que da lugar
a dafio celular y diversas patologias. Se liberan durante los procesos del metabolismo
humano o pueden adquirirse por multiples medios como por ejemplo por exposicion a
contaminantes ambientales (atmosféricos, acuéaticos, del suelo), radiaciones, habitos
toxicos (alcoholismo, tabaquismo, drogas, exposicién a fertilizantes o pesticidas), incluso
por situaciones de intenso estrés fisico o psiquico. Los dos principales son las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (NOS). A mayor produccién de ROS se genera
mayor produccion de radicales libres (Tahmasbpour Marzony et al., 2016) ocasionando
un aumento de la peroxidacion de los lipidos que alteran la permeabilidad de la membrana
celular (Naghii, 2002) y causan estrés oxidativo (Jafari, 2007, Laskin et al., 2010).

El estrés oxidativo se asocia a nivel celular donde se ve alterado el equilibrio entre
la produccion de radicales libres u otras especies oxidativas y los mecanismos
antioxidantes de los que dispone la célula. Las principales especies reactivas de oxigeno
gue se encuentran en el organismo son el anién superdxido (Oz", una molécula de oxigeno
que en lugar de encontrarse en estado de oxidacion -2 se encuentra a -1), el radical
hidroxilo (OH", grupo funcional sin carga formado por un atomo de oxigeno y otro de

hidrogeno con un electron sin compartir), perdxido de hidrégeno (H203), el oxigeno
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singlete (1O, una molécula de oxigeno en estado excitado), radicales alcoxi (RO", grupo
funcional formado por un grupo alquilo unido a un atomo de oxigeno) y radicales
peroxido (ROO’, estado de oxidacion -1) (Jabeen et al., 2018). Los radicales libres
pueden clasificarse en 3 categorias: inorganicos o primarios (O2" y OH", se originan al
transferir un electrén sobre el &tomo de oxigeno), organicos o secundarios (el electrén se
transmite de un radical primario a un atomo de una molécula orgénica como carbono,
nitrogeno, oxigeno o azufre, pudiendo también formarse por la reaccion de dos radicales
primarios entre si) y en tercer lugar los intermediarios estables relacionados con los
radicales libres de oxigeno (H202, 102, HCIO) (Naya et al., 1997).

Diversos investigadores han estudiado la respuesta al estrés oxidativo. En modelos
con una linea celular de queratinocitos HaCaT resistentes a mostaza sulfurada (expuestos
a 7,2 uM de mostaza sulfurada semanalmente) se ha observado mayor resistencia al
perdxido de hidrogeno y mayor contenido en niveles intracelulares de glutation, lo que
permite a esta linea celular una mejor adaptacion al estrés oxidativo (Rothmiller et al.,
2018a). De hecho, esta misma linea celular ha mostrado diferencias en la expresion del
miARN (micro ARN, capaz de regular la expresion de otros genes) lo que podria explicar
su resistencia a la mostaza sulfurada (Rothmiller et al., 2018b). Algunos autores han
estudiado el efecto beneficioso de la melatonina por su efecto antioxidante para prevenir
la toxicidad de los agentes quimicos de guerra como las mostazas (Pita et al., 2014). La
melatonina es un excelente antioxidante que gracias a su pequefio tamafio y
comportamiento anfipatico (molécula con un extremo hidrofilico y otro hidréfobo) puede
penetrar en todos los compartimentos subcelulares manteniendo la fluidez de las
membranas bioldgicas (Garcia et al., 2014). El efecto antiinflamatorio de la melatonina
y sus metabolitos juega un papel importante en el prondstico de los pacientes, ya que
disminuye la toxicidad renal, la inflamacion pulmonar y en general el estrés oxidativo de

todo el organismo (Pita et al., 2013).

Las mostazas provocan necrosis, apoptosis e inflamacion. La comparacion de la
toxicidad de la mostaza nitrogenada frente a la sulfurada se ha realizado en ratones
mediante la administracion percutanea del toxico (Sharma et al., 2008). En estos
experimentos se observo que la mostaza nitrogenada producia antes la perdida de peso
corporal respecto a la sulfurada. Ambas mostazas producian un aumento de algunas
enzimas plasmaticas (ALT, AST, fosfatasa alcalina), indicando dafio a nivel hepatico. La

mostaza nitrogenada también producia antes la fragmentacion del ADN. Sin embargo, la
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mostaza sulfurada, a pesar de mostrar sus efectos mas tarde, resultaba mas toxica y con

una progresion mas desfavorable.

El aumento de temperatura y humedad favorecen la reaccion de ciclacion
intramolecular de los iones de sulfonio (mostaza de azufre) y de los iones de imonio
(mostaza nitrogenada), por lo que las zonas del cuerpo mas himedas presentan mayor
susceptibilidad (tracto respiratorio, 0jos y pliegues cutaneos como axila o ingle). Dichos
iones son potentes alquilantes del ADN y ARN (Beigi Harchegani et al., 2018, Inturi et
al., 2014), de modo que las células con mayor velocidad de division se afectaran en mayor
medida (Kehe et al., 2008). La iperita tiene una especial afinidad por la N-7 guanina
(Gruppi et al., 2015, Kehe et al., 2013). En estudios donde se exponian células madre a
mostaza sulfurada se ha observado que habia un aumento en la formacion de aductos de
ADN (segmentos), disminucion de la capacidad de proliferacion y aumento de la

transicion hacia la fase de senescencia (Schmidt et al., 2018a).

El aumento de radicales libres parece asociar un acortamiento de los telomeros,
produciendo envejecimiento celular prematuro (Behravan et al., 2018). También pueden
alquilar proteinas (Panahi et al., 2018), fosfolipidos y su capacidad para alquilar enzimas
con grupos sulfidrilo deriva en un aumento del calcio intracelular y apoptosis (Balali-
Mood et al., 2008).

La disminucién y alteracion del patron de las selectinas L, P y E (receptores de
adhesion que forman parte de las glucoproteinas integrales de la membrana) produce una
alteracion en la expresion de las citoguinas, alterando la inmuno regulacién (Yaraee et
al., 2009b). EIl aumento inicial en la produccion de citoquinas induce también lesiones
tisulares, aunque a largo plazo el efecto parece ser inverso disminuyéndose su produccion.
Un estudio realizado en 2009 compard a 368 sujetos que fueron expuestos a gas mostaza
20 afios antes frente a 126 sujetos no expuestos como grupo control para determinar los
niveles séricos de citoquinas pro inflamatorias (IL-1a, IL-1pB, il-1Ra, TNF) mediante la
técnica ELISA (Yaraee et al., 2009a). Se comprob6 que los sujetos expuestos mostraban
niveles mas bajos, principalmente de IL-1 y TNF, lo que podria justificar las
complicaciones a largo plazo, pudiendo ser clave en el manejo terapéutico de este
paciente crénico. Algunos estudios han evidenciado que las mostazas aumentan la
apoptosis alterando la via mitocondrial (Steinritz et al., 2014) y por una mayor actividad

de las caspasas (Simbulan-Rosenthal et al., 2006).
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Clinica

En sujetos expuestos a gases mostaza se ha observado que el periodo de latencia
oscila entre 2 y 48 horas, aunque existe una clara correlacion entre la aparicion de los
sintomas con la concentracion y tiempo de exposicion al agente. Lo mas llamativo a nivel
clinico es la aparicion de ampollas a nivel cutaneo, edema pulmonar por inhalacion,
asfixia mecénica por necrosis tisular con obstruccion de la via aérea y efectos

radiomiméticos que afectan especialmente a la médula dsea.

a. Tracto respiratorio

Al parecer la toxicidad de las mostazas a nivel pulmonar, tanto en fase aguda como
a largo plazo, se debe en gran medida a la liberacion de macréfagos y mediadores de la
inflamacion (Malaviya et al., 2016). Inicialmente aparecen lesiones en la mucosa, desde
la nasal hasta los bronquiolos terminales, cursando con rinorrea, ronquera y tos
productiva. Posteriormente se han descrito casos de faringitis, laringitis, bronquitis
cronica y fibrosis pulmonar (Khazdair et al., 2015). La formacion de pseudomembranas
puede producir obstruccién de la via aérea. En casos de grave exposicion puede

desarrollarse edema pulmonar no cardiogénico (Hefazi et al., 2005).
b. Ojos

A nivel ocular la deplecion de glutatién que causan las mostazas tiene especial
importancia en los mecanismos de lesion a nivel oftalmolégico (Panahi et al., 2017). La
aparicion de irritacion ocular progresa rapidamente hacia vision borrosa con disminucién
de la agudeza visual, sequedad ocular, conjuntivitis y queratitis, asociando fotofobia,
blefaroespasmo, sensacion de cuerpo extrafio en el ojo, lagrimeo e intenso dolor (Ghasemi
et al., 2013). Muchos de estos sintomas se deben a la neo vascularizacion que producen
las mostazas a nivel ocular. Posteriormente aparecen abrasiones, Ulceras y perforaciones
corneales. La patologia de cornea a veces evoluciona hacia opacidad, requiriendo su
trasplante. En pocos casos se ha descrito pérdida de vision permanente, principalmente
por contacto directo de mostazas en estado liquido. La capacidad de las mostazas para
inhibir la acetilcolinesterasa puede causar miosis y dificulta el diagnéstico diferencial con

agentes neurotdxicos.

34



Introduccidn

c. Dermis

Las mostazas en estado liquido se absorben a través de la piel un 10-20% debido a
su naturaleza lipofilica, volatilizandose el resto de la sustancia (Batal et al., 2014). En
estudios con queratinocitos in vitro y bioingenieria de tejidos, se ha observado que en las
primeras 6 horas se mantiene la estructura de la membrana celular, siendo a partir de las
24 horas de la exposicion cuando aparece la separacion dermis-epidermis con formacion
de micro vesiculas, seguido por pérdida focal de la inmuno reactividad en la membrana
basal, aumento agudo del infiltrado inflamatorio, alteraciones en la integridad estructural

de la membrana basal y apoptosis (Greenberg et al., 2006).

En pacientes, el primer sintoma que refieren los pacientes es prurito con eritema en
zonas expuestas (Kehe et al., 2009) y descamacién. En la periferia de la lesion puede
aparecer un halo de pequefias ampollas (“collar de perlas™) que al confluir dan lugar a
ampollas subepidérmicas de mayor tamafio que marca el inicio de la fase bullosa y
posterior necrosis. El contenido liquido de las ampollas es estéril (sin agente activo). Al
enlentecerse la velocidad de division de las células se dificulta la reepitelizacion,
completandose a los 10-15 dias con escasas cicatrices (Shakarjian et al., 2010). Suele
persistir hiperpigmentacion residual con exfoliacién (principalmente en pliegues
cutaneos) o incluso regiones hipocromicas debido a la destruccion de melanocitos,
Xerosis, angiomas, atrofia, cicatrices hipertréficas y aumento de la sensibilidad. Se ha
observado que los nifios tienen méas susceptibilidad para desarrollar patologia cutanea y
su progresion es mas rapida que en adultos. Ademas, los pacientes que presentaban una
pigmentacion exfoliante solian asociar dafio pulmonar severo. Los experimentos in vivo
realizados por Goswami en ratones sin pelo SKH-1 demostraron que la exposicion topica
de mostaza nitrogenada (3.2 mg) causa alteraciones cutaneas, pérdida de peso y
mortalidad del 40-80%, lo que sugiere dafios a nivel sistémico igual que la mostaza

sulfurada. (Goswami et al., 2015)

d. Médula 6sea

Al afectar con mayor intensidad a las células proliferantes, en los 3 primeros dias
se produce leucocitosis y tras 7-10 dias leucocitopenia o incluso anemia aplasica grave,
esta Ultima signo de mal prondstico (Mahmoudi et al., 2005). A pesar de producirse una
disminucion de todas las lineas celulares, los granulocitos y megacariocitos son los mas
sensibles (McManus and Huebner, 2005).

35



Introduccidn

e. Sistema inmunoldgico

Frecuentemente se produce una disminucion de los niveles de 1gG e IgM en las
primeras semanas hasta los 6 meses de la exposicion. La mostaza nitrogenada puede
también aumentar el grado de inflamacion, iniciando una respuesta inmune exagerada en
el paciente (Au et al., 2015). EIl dafio parece afectar principalmente a los linfocitos
Natural Killers, persistiendo el dafio hasta 16-20 afios después.

f. Tracto gastrointestinal

Frecuentemente aparecen nauseas, vomitos y diarrea con importante deshidratacion
y pérdida de electrolitos. La via de entrada puede ser por inhalacion, ingestion o
absorcion cutanea.  Algunos autores describen gastroduodenitis con erosiones
hemorragicas, enteritis aguda descamativa y colitis necrosante hemorragica en veteranos
de la Primera Guerra Mundial (Balali-Mood et al., 2008).

g. Sistema nervioso central

Las convulsiones aparecen por inhalacion a altas concentraciones. Posteriormente
presentan postracion y apatia por depresion del SNC. En exposiciones leves los pacientes
desarrollaban cefalea, ansiedad, miedo, confusion y letargia.

h. Bazo, higado y rifion

Los estudios realizados en ratones expuestos a mostaza nitrogenada y sulfurada han
mostrado una disminucion progresiva del peso corporal y alteraciones histopatoldgicas
que incluyen degeneracién granulovascular con aglutinacion perinuclear tanto en el
citoplasma de los hepatocitos como en las células del parénquima renal (Sharma et al.,
2010). El dafio se producia principalmente en rifién (congestion, hemorragia) e higado.
Otros autores como Goswami han trabajado con ratones expuestos Unicamente a mostaza
nitrogenada. En sangre observaron una disminucion del nimero de leucocitos circulantes
(linfocitos y monocitos), por lo que procedieron a analizar la histologia esplénica,
evidenciando una disminucién progresiva tanto de la pulpa blanca como de la roja tras 24
horas de exposicion. De ello deducen que la exposicion a mostazas provoca disminucion

en el tamafio y peso del bazo (Goswami et al., 2015).
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i. Efectos a largo plazo

Diversos articulos han descrito la clinica desarrollada a lo largo de los afios por los
afectados de diferentes conflictos bélicos (Balali-Mood et al., 2005, Zafarghandi et al.,
2013). Tras 2 afios de exposicion suele haber lesiones principalmente en aparato
respiratorio (78%), persistiendo disnea, asma, bronquitis cronica, bronquiectasias,
estenosis de la via aérea, fibrosis pulmonar (Malaviya et al., 2020) y en menor proporcion
en SNC, dermis y ojos (Fakhreddin Taghaddosinejad, 2011). A los 10-20 afios aparecen
lesiones en tracto respiratorio (42,5%), 0jos (39,3%) y piel (24,5%) (Khateri et al., 2003).
Algunos autores niegan que la exposicion a gas mostaza aumente la incidencia de cancer
de pulmén (Doi et al., 2011), aunque otros autores como Khateri afirman que si aumenta

la incidencia de infecciones pulmonares, tuberculosis y cancer de pulmén.

Los cambios en la dermis, como la aparicion de dermatitis atdpica, tienen un gran
impacto en la calidad de vida del paciente (Ghabili et al., 2010). A largo plazo la
cicatrizacion es disfuncional ya que se altera la regeneracion del tejido. Se cree que la
causa esta relacionada con una disminucion en la migracién de células madre
mesenquimales por haberse alterado durante la exposicion a mostazas, la celularidad de
la medula 6sea (Schreier et al., 2018). Estos investigadores proponen investigar en el
futuro el uso de citoquinas (principalmente IL-8 e IL-6) para aumentar la migracién de
células madre mesenquimales para la mejora de la regeneracion tisular en pacientes

expuestos a mostazas.

Para observar su efecto en el aparato reproductor se han realizado estudios en
ratones a los que se les administraba una inyeccién intravenosa de mostaza sulfurada,
pero no se documentaron efectos adversos en la fertilidad (Ghanei et al., 2004). Tampoco
se han observado variaciones significativas en el espermiograma de veteranos iranies
expuestos a mostazas, ni variaciones en sus niveles hormonales (Balali-Mood et al.,
2008).

37



Introduccidn

Tratamiento tras la exposicion a mostazas

En la actualidad no hay ningan antidoto especifico para tratar los efectos del gas
mostaza (Jain et al., 2015). El antidoto disponible (dimercaprol o BAL, Bitish Anti-
Lewisite) esta dirigido a las lewisitas, otro agente vesicante (Rodriguez Fernandez, 2018).
Ya desde 1989 el tratamiento es Unicamente sintomatico segun las diversas
manifestaciones clinicas (Lacotte et al., 1989). La recuperacion de los pacientes puede
durar meses por lo que las estancias hospitalarias son prolongadas, presentandose
complicaciones a largo plazo a nivel dermatoldgico, pulmonar y oftalmolégico (Graham
and Schoneboom, 2013).

La importancia del manejo clinico radica en la rapida contencion del agente,
prevenir exposicion secundaria del personal que asiste al paciente, realizar una
descontaminacion rapida, implementar sistemas sanitarios de apoyo con soporte vital
avanzado y el uso de antidotos especificos (Bogucki and Weir, 2002). El Regimiento de
Defensa NBQ “Valencia” nimero 1 del Ejército de Tierra de Espafia recalca la
importancia de la “media hora de oro”, priorizando una adecuada evacuacion y
descontaminacion de los afectados (Pita et al., 2007, Balali-Mood et al., 2016). Ha de
tenerse en cuenta que el equipo sanitario debe estar preparado para recibir una gran

cantidad de bajas simultaneas.

Se ha comprobado que la forma mas efectiva para la descontaminacion es la
aplicacion de un material absorbente como la tierra de Fuller o tierra de batan (Chilcott
et al., 2001), arcillas muy absorbentes que en el pasado también se utilizaban para las
intoxicaciones con herbicidas (Amigo and Nogue, 2014). A continuacién, habra que
lavar con abundante agua con jabon neutro o una solucion de hipoclorito sédico al 0,5%.

Etemad recomienda la infusion de tiosulfato de sodio (100-500 mg/kg/min) en los
primeros 60 minutos tras la exposicion a mostazas (Etemad et al., 2019). Para proteger
la via aérea se recomienda la administracion de oxigeno humidificado pudiendo afiadirse

broncodilatadores, mucoliticos y, en caso de precisarse, ventilacion mecéanica.

Para disminuir la inflamacion se han estudiado diferentes glucocorticoides y
antiinflamatorios no esteroideos para comprobar cuél era méas efectivo para este toxico.
Un estudio realizado con queratinocitos HaCaT y células inmuno competentes THP-1
expuestas a mostaza sulfurada (100, 200 y 300 uM) evidencié que la dexametasona

protegia ligeramente a las celulas disminuyendo la apoptosis. En cambio, el ibuprofeno
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amplificaba intensamente tanto apoptosis como necrosis, por lo que se desaconseja su
uso. El diclofenaco reducia de forma significativa la necrosis, apoptosis e inflamacion,
siendo el farmaco que mejores resultados obtuvo en este estudio (Menacher et al., 2018).

Se recomienda un lavado inmediato de los 0jos con agua o suero fisiologico incluso
en pacientes asintomaticos tras la exposicion a mostaza y aplicar una fina pelicula de
vaselina en los parpados, pudiendo aplicarse también antibidtico topico (colirio de
sulfacetamida), glucocorticoide, lagrimas artificiales y evitar analgésicos topicos (Yoram
Solberg, 1997). Algunos autores han estudiado la administracion topica de diversos
farmacos en modelos ex vivo (cultivos de tejido corneal de conejo), evidenciando que la
aplicacion de dexametasona, doxiciclina y silibinina (flavonoide pleiotropico) revertia
de forma significativa el dafio corneal si se realizaba un lavado y tratamiento tras 2 horas
de la exposicion a mostazas porque disminuye la degradacion epitelial, separacion
epitelio-estroma, apoptosis celular, ademas de disminuir estimulacion del factor de
crecimiento endotelial vascular. Cuando las sustancias se administraban tras 4 horas de

la exposicion, los dafios ya no se revertian (Goswami et al., 2018).

El eritema deberd tratarse del mismo modo que cualquier exposicion solar,
administrando antiinflamatorios o incluso lociones con corticoesteroides (Longo et al.,
2013) y antipruriginosos. Las lesiones cutaneas de mayor gravedad se trataran como
guemaduras, dando especial importancia a la analgesia. Las vesiculas de 1-2 cm no deben
manipularse y en las de mayor tamafio se debera quitar solo la capa superior (en algunos
casos puede drenarse el contenido liquido de la vesicula, que es una solucion histica
estéril no toxica). Todas las zonas expuestas requieren lavados con suero fisioldgico o
soluciones jabonosas cuatro veces al dia, dejandolas cubiertas por antibiotico topico y
sulfadiazina argentica o acetato de mafenida. Posteriormente debido a las alteraciones
que producen las mostazas en la cicatrizacion pueden requerirse trasplantes autélogos de
piel (el donante es el propio paciente) o tratamientos con laser. En un caso publicado en
2018 sobre un técnico de laboratorio que sufrié una fuga de mostaza sulfurada (producto
intermedio en la fabricacion de un nuevo tipo de plastico) sobre la bata y la camisa, los
injertos de piel procedentes del muslo (tejido sano) implantados en abdomen mostraron
muy buenos resultados (Schmidt et al., 2018b). Tewari-Singh realizé experimentos in
vivo con ratones macho exponiéndolos a MS 1,4 mg/kg, aplicando un tratamiento
subcutaneo de AEOL 10150 (5 mg/kg cada 4 horas) desde la primera hora post exposicion

a la mostaza. Tras 6-48 horas eutanasiaban a los animales para analizar el efecto del
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antioxidante y demostraron eficacia contra los efectos cutaneos (Tewari-Singh et al.,
2014).

La aparicion de fiebre, leucocitosis, disnea y tos productiva en las primeras 12-24
horas indica neumonitis quimica. No debe iniciarse la antibioterapia hasta obtener los

resultados de la tincién de Gram del esputo que confirmen la presencia de infeccion.

Para nauseas o vomitos pueden pautarse antieméticos. En caso de broncoespasmo
administrar bronocodilatadores y glucocorticoides (Seyed M. Razavi, 2013). Habra que

tener en cuenta que puede aparecer leucopenia por supresion de la médula 6sea.

Para un optimo tratamiento del gas mostaza hay que continuar investigando sobre
posibles antidotos (Kehe and Szinicz, 2005) que por ahora se centran en el uso de
barredores con actividad nucleofilica, barredores que oxiden la iperita, inhibidores de
polimerasas o moduladores del calcio (Pita and Vidal-Asensi, 2010).  Otros
investigadores han estudiado el uso de la silibinina, una flavanona que se extrae de una
planta natural, para revertir el proceso de alquilacion que produce la mostaza sulfurada y
disminuir principalmente su accion vesicante (Jain et al., 2015). Weinberger usa
corticoesteroides y N-acetil cisteina para combatir el dafio causado por las células

inflamatorias y sus mediadores (citoquinas) (Weinberger et al., 2016).

La administracion de omeprazol en sujetos expuestos a mostazas podria disminuir
sus efectos citotoxicos ya que dicho farmaco produce una induccion de las proteinas
CYP450 (Tsoutsoulopoulos et al., 2020). Estas enzimas catalizan la biotransformacion
de la mostaza sulfurada en sus productos oxidados. En ese mismo estudio el tratamiento

con cimetidina provocé un aumento de la toxicidad de la mostaza.

Actualmente se estan estudiando posibles tratamientos: niacinamida, antagonistas
de la calmodulina, clobetasol, para patologia dérmica doxiciclina, en patologia
oftalmoldgica bevacizumab o colchicina, en estudios animales se han utilizado la
aproitina, vitaminas E y D, etc., aunque ninguno se ha probado todavia clinicamente
(Etemad et al., 2019).

La inyeccion de células madre mesenquimales derivadas de la médula désea en
ratones ha mostrado efectos reparadores de la toxicidad, aliviando la inflamacion y
promoviendo la regeneracion tisular. A nivel pulmonar se observé una disminucion del

edema y del infiltrado inflamatorio de los alvéolos. (Feng et al., 2019).
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Aplicaciones terapéuticas de las mostazas

En la actualidad el gas mostaza se esta utilizando como antineoplasico. Algunos
hibridos de mostaza nitrogenada con evodiamina se han utilizado por sus propiedades
antiproliferativas con alta selectividad para células tumorales, produciendo apoptosis en
células HL-60 y deteniendo la fase G2 a nivel mitocondrial (Hu et al., 2017). Se han
disefiado 13 derivados de quinazolinas de mostaza nitrogenada por su actividad
anticancerigena in vitro e in vivo. EIl compuesto 22 b se ha observado que inhibe el ciclo
celular en fase S y G2/M e induce apoptosis celular. En el modelo xenograft (implante
de tejido de una especie a otra) de HepG2, el compuesto 22 b mostraba una inhibicion
significativa del crecimiento del cancer con baja toxicidad del huésped in vivo (Li et al.,
2013).

La sintesis de derivados de mostaza nitrogenada asociados a acido fenilacético y
acido benzoico que han demostrado en células in vitro inhibicion del crecimiento tumoral

del cancer de ovario (Acharya and Bansal, 2017).

La sintesis de hidroxiantraquinonas (compuestos organicos aromaticos derivados
del antraceno) colocadas en la posicion 1° de los alquilantes derivados de la mostaza
nitrogenada permite utilizarlas como agentes anticancerigenos, especialmente en cancer
de mama, por su accion inhibitoria del crecimiento de células tumorales MCF-7 (Zhao et
al., 2015).

Para otros modelos xenograft se han sintetizado compuestos que combinan
derivados de la mostaza con sales de amonafide para inhibir la Topoisomerasa I, que en
el melanoma metastatico humano han demostrado disminuir el tamafio del tumor,
permitir que se mantenga el peso corporal y aumentar la supervivencia del paciente (Gilad
etal., 2017).

El efecto que producen algunos derivados de mostaza nitrogenada en células T
malignas de linfomas cutaneos y otras patologias inmunoldgicas ha demostrado que
puede ser de utilidad en el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin, linfomas no

Hodgkin y algunos tumores cerebrales (Sharma et al., 2010).

Los derivados de las sulfonil ciclo ureas se han utilizado in vitro por su accion

antitumor contra cuatro lineas celulares cancerigenas (A431, Jurkat U266, K562). Se ha
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comparado la cito toxicidad de los nuevos derivados con el clorambucil (Cheloufi et al.,
2016).

La ciclofosfamida es un quimioterapico muy utilizado que produce catabolitos de
mostaza toxicos. El &cido gallico se ha estudiado por su neurotoxicidad en ratas. Se ha
comprobado que el uso del &cido gallico como adyuvante combinado con agentes
quimioterapicos mejora los resultados con pocos o ningun efecto secundario (Oyagbemi
etal., 2016).

Se han estudiado las propiedades del azobenceno scaffold (proteinas que permiten
regular las vias de sefializacién celular), ya que actta desactivando la estimulacion de la
via mitocondrial que induce la mostaza nitrogenada por sistemas teragnosticos
(moléculas unidas a iso6topos radiactivos para el diagnéstico y tratamiento de patologias)

para el transporte de farmacos (Verwilst et al., 2017).

En general los metabolitos de las mostazas se han usado como alquilantes del ADN
para tratar linfomas, cancer de mama, cancer de préstata, algin tumor cerebral y
enfermedades autoinmunes (Groehler et al., 2016) aunque todavia se encuentran en fase

de investigacion.
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QUERCETINA:

La quercetina (3,3",4°,5,7-pentahidroxilflavona) es un flavonoide tipico (tabla 4)

que se encuentra en altas concentraciones como metabolito secundario en frutas y

verduras. Es el flavonoide méas abundante y habitual en la dieta humana, encontrandose

en mayor medida en la cebolla (especialmente en la variedad roja). También se puede

obtener de la manzana, pimiento, ajo, té, citricos, tomate, brocoli, espinaca, col, cerezas

negras, frambuesas, moras, arandanos, té negro, té verde, alcaparras, algunas variedades

de miel (de eucalipto, aceite de arbol de té), frutos secos... Incluso se puede encontrar

quercetina en algunos alimentos manufacturados como pueden ser el vino tinto y el aceite

de oliva.

Flavonoides

Antocianidinas

Flavanoles

Flavanonas

Flavonoles

Flavonas

Isoflavonas

Tabla 4. Clases de flavonoides, compuestos de los mismos y procedencia (tabla de la

autora).

Compuestos

Cianidina, Delfinidina,
Malvidina, Pelargonidina,
Peonidina, Petunidina

e Monomeros (Catequinas):
Catequina, Epicatequina,
Epigalocatequina,
Epicatequingalato,
Epigalocatequingalato.

e Dimeros y polimeros:
Teaflavinas, Tearubiginas,
Proantocianidinas.

Hesperetina, Naringenina,
Eriodictiol.

Quercetina, Quempferol,
Miricetina, Isoramnetina.
Apigenina, Luteolina

Daidzeina, Genisteina,
Gliciteina.

Fuente alimentaria

Bayas rojas, azules y
moradas, uvas rojas y
moradas, manzana rojay
vino tinto.

¢ Catequinas: té verde, cacao,

uvas, bayas, manzanas.

e Teaflavinas y Tearubiginas:

té negro y oolong.

e Proantocianidinas: cacao,

manzanas, bayas, uvas rojas
y vino tinto.

Citricos (naranja, pomelo,
limoén, kumquat).

Cebolla amarilla, cebollino,
col rizada, brécoli, manzana,
bayas y té.

Perejil, tomillo, apio, ajo,
orégano.

Soja, leguminosas.

La quercetina se cataloga como flavona dentro de las seis clases de compuestos

flavonoides (figura 2) (Kelly, 2011). Los compuestos fendlicos comparten un grupo fenol
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como estructura comun al que se asocian diversos ndcleos aromaticos y sustituyentes,
predominando los grupos hidroxilo que le confieren una excelente capacidad antioxidante
al poder donar electrones.

Flavona Isoflavona Flavonol

~ :
+
0. 0. 0. A
® W soadionas
OH Z OH
[o]
Flavonal Flavonona Antocianidina Chalcona

Figura 2. Estructura quimica de los flavonoides.

En las poblaciones occidentales se estima que la ingesta diaria de flavonas se
encuentra en el rango de unos 20-50 mg/dia. Estas cantidades podrian incrementarse
hasta 200-500 mg/dia en personas que consumen grandes cantidades de frutas y vegetales
(Harwood et al., 2007). En caso de ingerirse como suplemento dietético se pueden tomar
dosis diarias entre 200-1200 mg (D'Andrea, 2015). La mayor parte de la ingesta dietética
es en forma de glicdsidos de flavonas de la quercetina, kaempferol y miricetina en lugar
de sus formas agliconadas. De éstas, alrededor de unos 13,82 mg/dia es en forma de
quercetina (Cao et al., 2010). Hay méas de 5000 variedades de flavonoides identificados
en forma de flavonas, flavonoles, antocianinas, flavanoles, flavanonas e isoflavonas,

aunque la quercetina es el mas ingerido (>65% de todos los flavonoides consumidos).

Flavonoles naturales Agliconas
Astragalina Kaempferol
Azaleina Azaleatina
Hiperosido Quercetina
Isoquercetina Quercetina
Kaempferitrina Kaempferol
Miricitrina Miricetina
Quercitrina Quercetina
Robinina Kaempferol
Rutina Quercetina
Espiraeosida Quercetina
Amurensina Kaempferol
Icariina Kaempferida
Troxerutina Quercetina

Tabla 5. Flavonoles naturales y ejemplos de sus agliconas.
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Caracteristicas generales

La quercetina (figura 3) se encuentra como glucosido en las plantas y presenta una
coloracion amarillo-verdosa. Su absorcién se produce principalmente en intestino
delgado en forma de aglicona (Hollman and Katan, 1999). Sin embargo en modelos con
ratones algunos autores han cuantificado la absorcion de quercetina por via oral en un
60% (Chen et al., 2005). La absorcion de quercetina se ve favorecida en combinacion
con alimentos de alto contenido graso. Al combinarse con vitamina C también se
potencia su absorcion. Los compuestos solubles son metabolizados en el tracto
gastrointestinal. ~ Tras su absorcion en intestino delgado se unen a proteinas,
principalmente albimina, para su distribucion por todo el organismo. La naturaleza
lipofilica de la molécula le permite atravesar la membrana celular y también la nuclear.
Sin embargo, la presencia de grupos hidroxilo le confiere cierta solubilidad que mejora
cuando se emplean solventes orgénicos. Algunos autores estan estudiando el uso de
emulsiones ricas en &cidos grasos de cadena media (por ejemplo, los presentes en la leche
de cabra o el aceite de coco) para obtener una formulacion de quercetina que permita su

aplicacion tépica (Vélez Gémez, 2018).

Figura 3. Estructura quimica de la quercetina.

Su principal accién es antioxidante, de hecho la quercetina es el flavonoide mas
efectivo para neutralizar los radicales libres, de hecho, 5 veces méas potente como
antioxidante que las vitaminas C y E. Su funcion antioxidante muestra efectos sinérgicos
con la vitamina C, ya que el acido ascorbico reduce la oxidacion de la quercetina, por lo
que permite al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo
(Martinez-Florez et al., 2002). Bors describio la quercetina como un antioxidante muy
efectivo y barredor de radicales libres debido a sus caracteristicas estructurales,

moleculares y conformacionales (Bors and Michel, 2002).

La produccion de radicales libres es uno de los mecanismos inespecificos propios

de la inflamacion que se activan para defender al organismo de cualquier agresion: fisica,
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quimica, infeccién, proliferacion tumoral, isquemia, etc. para normalizar el tejido
lesionado. Los productos que se obtienen de este fendmeno son: anion superdxido (O2),
peroxido de hidrégeno (H20) y radical hidroxilo (OH"). Estos derivados tdxicos del
oxigeno destruyen los microorganismos y pueden atacar también a parasitos, células
tumorales e incluso afectar a células normales del propio organismo cuando se generan
en gran cantidad. A nivel celular las especies reactivas de oxigeno (ROS) acttan atacando
a los &cidos grasos y proteinas de las membranas celulares, causando peroxidacion

lipidica y alterando la permeabilidad de la membrana (Pereboom et al., 1999).

Los principales antioxidantes que existen en el medio interno de los organismos
aerobios permiten neutralizar estos efectos deletéreos sobre los tejidos. Su funcion
consiste en interactuar lo méas rapido posible con los radicales libres, sacrificando su
propia integridad molecular para evitar que se modifiquen otras moléculas
funcionalmente imprescindibles (Reiter, 1995). Pueden actuar a nivel intracelular,
extracelular o en la membrana plasmatica. Su origen puede ser enddgeno (enziméticos
como la catalasa, superoxido dismutasa, glucosa fosfato deshidrogenasa o NADPH-asa;
0 no enzimaticos como el glutation, el NADPH, las vitaminas C y E, los carotenos o la
melatonina) o bien pueden tener origen exdgeno (como el etanol, la N-acetilcisteina o el

dimetilsulféxido) (Paredes Salido and Roca Fernandez, 2002).

La quercetina inhibe enzimas generadoras de ROS como la ciclooxigenasa (COX),
xantina oxidasa (XO), lipooxigenasa (LOX) y NADPH oxidasa. Ademas es capaz de
estimular enzimas con accion antioxidante como la catalasa (CAT, se encuentra en los
peroxisomas y requiere hierro como cofactor), superéxido dismutasa (SOD, se localiza
en el compartimento extracelular, en el citosol y en las mitocondrias) y glutation
peroxidasa (GSH-Px, se encuentra en el citosol y en las mitocondrias y requiere selenio
como cofactor) (Hirano et al., 2001) cuyos mecanismos de accion se reflejan en las figuras
4,5y 6. Los neutrofilos activados presentan un aumento de la enzima mieloperoxidasa
(MPO), superoxido dismutasa (SO) y metabolitos de oxigeno, por eso tienen importancia
en la actividad antimicrobiana. La sobreproduccion de ROS prolonga o aumenta la
liberacion de MPO vy otras sustancias efectivas, pero también toxicas, interviniendo en la
apoptosis y en el proceso inflamatorio (Gilaberte et al., 1997). También inhibe la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y reduce la citotoxicidad de las
LDL oxidadas (Manjeet and Ghosh, 1999).
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SOD
20y +2H — H20:+ 02

Figura 4. Accidn de la enzima superoxido dismutasa (SOD).

H:20:+H202 ﬂ} 2H0+ 02

Figura 5. Accién de la enzima catalasa (Barabutis et al.) (Barabutis et al., 2017).

2 GSH + H:0: 250X | GSSG +2 1,0

Figura 6. Accién de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px).

Otros investigadores como Pecivova estudiaron el efecto de la quercetina en
concentraciones de 0,1-100 pmol/L después de estimular los neutrofilos con PMA
(Phorbol 12-myristate 13-acetate). Los resultados obtenidos fueron un descenso en la
produccion de ROS y en la liberacion de la enzima MPO en neutréfilos de sangre humana,
en dependencia de la dosis utilizada. Solamente se observo en neutrofilos, ya que el resto
de células sanguineas no producen radicales libres. Estos estudios dan evidencias del
efecto potencialmente beneficioso de la quercetina en la disminucion del dafio tisular e
inflamacion local por la inhibicion de la disminucion de la enzima MPO y del descenso
en la produccion de superdxido que deriva en ROS (radicales libres) (Pecivova et al.,
2012).

Chwan-Fwu Lin describié que la quercetina a dosis de 30 pM inhibe
completamente la produccion de anidn superdxido y casi toda la liberacidn de elastasa,
mientras que la rutina exhibe una menor inhibicion. Los valores de ICso (concentracion
que inhibe el 50% de las células) son de 3,8 UM para la quercetina y 6,3 UM para rutina
(Lin etal., 2012).

Segun Liu, el efecto inhibitorio de la quercetina en los estimulos que producen la
generacion de superoxido (O27) en los neutréfilos humanos esta conectada paralelamente
con la supresion de la induccion por PMA debida a la fosforilacion de los aminoacidos
serina y threonina, asi como la translocacion de la proteina citosolica p47phox y p67phox
de la membrana celular (Liu et al., 2005). Shakai-Kashiwabara publicé los efectos de la
quercetina sobre la activacion de los eosindfilos. En su estudio utiliza dos modelos

experimentales: ratones BALB in vivo y cultivos de células peritoneales in vitro de esos
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mismos ratones. En la primera parte de su estudio administrd quercetina a los ratones
BALB infectados con Mesocetoides corti para ver si podia reducir la eosinofilia y
aumentar la cantidad de IgE en sangre. Los resultados son que la quercetina no es capaz
de reducir tanto el nimero de eosindfilos en sangre periférica como los niveles de IgE E
sanguineos. Sin embargo, en cultivos de células peritoneales de ratones BALB, la
quercetina es capaz de inhibir la activacion de los eosinéfilos mediada por SMC (stem
cell factor). Esto plantea la posibilidad de que la quercetina pueda ser utilizada en
procesos alérgicos como el asma, donde hay intervencion de los eosinéfilos (Sakai-
Kashiwabara and Asano, 2013).

Boyle explicd que los flavonoides pueden regenerar otros antioxidantes donando el
atomo de hidrdégeno del radical y que por tanto el consumo de plantas fendlicas podria ir
asociado al descenso del riesgo de enfermedades cardiovasculares debido a la
estabilizacion y proteccion de las células endoteliales vasculares contra los dafios
oxidativos y pro inflamatorios (Boyle et al., 2000). Esta capacidad antioxidante es
conferida por el alto nimero de sustituyentes hidroxilo en cada molécula de flavonoide,
con un efecto directo en la actividad para donar a&tomos de hidrdgeno y barrer radicales
libres. La quercetina también interfiere en la sefial pro inflamatoria de la trombina
ocasionando una inhibicién de la secrecion del nucledtido adenosina que activa las

plaquetas y disminuye la funcion de los neutréfilos (Kaneider et al., 2004).

Por tanto, la accion antiinflamatoria de la quercetina se debe a diversos factores:
inhibicion en macrofagos de la sintesis de TNF-a, (Manjeet and Ghosh, 1999), inhibicion
de la produccion de IL8 por lipopolisacaridos en células pulmonares (Geraets et al.,
2007), inhibicion de los niveles de ARNm en células gliales por lipopolisacaridos y a
través de IL-a y TNF-a (Bureau et al., 2008), inhibicion de la produccion y expresion
génica de TNF-o mediante la modulacion del factor de transcripcion NF-kB (Nair et al.,
2002), inhibicion de enzimas generadoras de ROS (COX y LOX) (Kim et al., 1998),
disminucion de la maduracion y migracion de los linfocitos T (Gardi et al., 2015),
reduccion de la secrecion de histamina producida por basofilos y mastocitos (Middleton
et al., 1981) e inhibicidn de células dendriticas.

La variabilidad entre individuos podria justificar el amplio rango de
determinaciones publicadas tras la suplementacién en voluntarios sanos. Dichas
variaciones se pueden explicar por las diferencias de viabilidad de los glucdsidos de

quercetina presentes en las diferentes comidas y los polimorfismos de las enzimas
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intestinales en humanos y en los diferentes modelos animales (Manach et al., 2005). Sin
embargo, la biodisponibilidad de la quercetina no es buena porque se absorbe una baja
cantidad de quercetina y en tracto digestivo los microorganismos intestinales degradan la

mayor parte transformandola en productos inertes (Vicente-Vicente L. et al., 2013).

En vista del potencial uso de la molécula de quercetina, el estudio de su vida media
y distribucion en los diferentes tejidos podria proporcionar importante informacion. La
vida media del metabolito es entre 11 y 28 horas, lo que sugiere la posibilidad de
incrementar significativamente su concentracion en plasma mediante una suplementacién
dietética (Boots et al., 2008). Otros autores han estimado la vida media de la quercetina
en humanos entre 31 y 50 horas, con un pico de concentracion en plasma a la media hora
y otro a las 8 horas de la ingesta de 100 mg (Graefe et al., 2001).
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Metabolismo

Aunque el higado es generalmente considerado el lugar central del metabolismo de
la quercetina, la que se ingiere en la dieta también se puede metabolizar directamente en
las células del epitelio intestinal (preferentemente en colon) antes de entrar en la
circulacién sanguinea, ya que se ha demostrado que en ratas Wistar machos la
glucuronizacion de la quercetina se realiza en la mucosa gastrointestinal (Murota et al.,
2004). Para dicho estudio los homogeneizados de mucosa de estomago, duodeno y
yeyuno se incubaron con quercetina y acido UDP (uridin-5'-difosfoglucuronico) y se
observd que la actividad mas alta de uridin-5'-difosfo-glucuronosiltransferasa (UDP-GT)
era la quercetina conjugada con UDP de duodeno, seguido por la de yeyuno y estomago

(aproximadamente 150, 70, y 60 pmoles de proteina / mg / minuto, respectivamente).

La conversién metabdlica de quercetina también puede tener lugar en rifiones y
otros tejidos que contengan enzimas de conjugacion. La excrecién se realiza por via
urinaria fundamentalmente, aungque puede secretarse en menor medida a traves de la bilis

por intestino grueso en las heces (Harwood et al., 2007).
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Toxicidad

Aunque la quercetina sea una sustancia segura que se encuentra en nuMerosos
alimentos, a determinados niveles puede provocar efectos toxicos. A pesar de que en
modelos in vitro cuando la quercetina se utilizaba en altas dosis se observé un aumento

de la muerte celular, no ha habido correlacion con modelos in vivo.

Ya en 1951, Sullivan y colaboradores establecieron que las dosis letales de
quercetina para ratones albinos adultos de granja (sexo y tension arterial no especificados)
eran aproximadamente unos 160 mg de quercetina por kilo de peso. La quercetina disuelta
en alcohol absoluto o suspendida en goma ardbiga o metocel (polimero de celulosa
soluble en agua) se administrd por via subcutanea a los ratones y se establecié una LDso
(Dosis Letal del 50%) de 100 mg/kg de peso. Cabe sefialar que no se especificaron la
pureza ni la fuente de quercetina de las pruebas. Posteriormente los estudios de toxicidad
a largo plazo han demostrado que la quercetina se tolera a niveles de dosis que son varias

veces mayores que las reflejadas por estos valores LDsg (Sullivan et al., 1951).

En modelos experimentales con ratones, los sintomas de toxicidad observados
después de la administracion parenteral de quercetina consistian en movimientos muy
atipicos, seguidos de respiracion dificultosa y algunos animales morian a las 4 horas de
la administracion del tratamiento. También fueron tratadas con una dosis Unica
subcutanea de quercetina un grupo adicional de 10 ratas Wistar, pero en el articulo no se
especifica el nivel de dosis que resulté mortal para todas ellas y el examen anatomo
patoldgico de varios tejidos inmediatamente después de la muerte tampoco mostrd

evidencias de lesiones inflamatorias significativas (Harwood et al., 2007).

Para evaluar la toxicidad de la quercetina a corto y largo plazo se llevaron a cabo
pruebas de alimentacion de ratas realizadas con el NTP (National Toxicology Program o
Programa Nacional de Toxicologia) de EE.UU. durante 2 afios. En este estudio se
administro quercetina en la dieta de las ratas a dosis de 0 (control), 30, 300 y 3.000 mg /
kg de peso/ dia durante un periodo de 28 dias. En los resultados de este estudio no se
documentaron variaciones de los parametros toxicoldgicos estandar como el peso
corporal, ingestion de alimentos y consumo de agua. Los analisis hematoldgicos s6lo
constataron pequefios descensos en los niveles de hemoglobina y hematocrito con cifras
que no eran estadisticamente significativas, pero el resto de los parametros bioquimicos

en sangre fueron normales. Una vez finalizado el estudio se eutanasiaron los animales
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para realizar los analisis anatomo patoldgicos. Se pesaron los érganos de los ratones, tanto
machos como hembras, y no se observo variacion alguna en peso ni consistencia, ni
tampoco signos de inflamacién en dichos 6rganos (Kelly, 2011). Los resultados de éste
y otros estudios a corto y largo plazo sobre la toxicidad de la quercetina apoyan la

seguridad de este flavonoide natural (Harwood et al., 2007).

En estudios mas recientes los efectos tdxicos de la quercetina se han observado en
dosis a partir de 40 uM (Rafiq et al., 2015), o en el caso del uso de radiacion UVB con
proteccién mediante quercetina en dosis superiores a 20 uM (Zhu et al., 2017). Casanova
realizo la tesis doctoral en este departamento siguiendo la misma linea de investigacion
y su estudio in vitro sobre la proteccién de la quercetina en fibroblastos frente a radiacion
UV evidencio6 que reducia la mortalidad y aumentaba la vitalidad celular (Casanova A.,
2015). Utilizando una concentracion de quercetina 1 uM conseguia una proteccion del
60% para radiacion UVB y del 25% para UVC.
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Muerte celular

Segun Srivastava la quercetina interviene en diferentes mecanismos: aumentando
los niveles del gen p53 (proteina supresora de tumores localizada en el cromosoma 17),
disminuyendo las proteinas antiapoptoticas Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) y Bcl-XL (B-cell
lymphoma-extra large), aumentando el gen pro apoptético BAX (Bcl-2 associated X),
aumentando algunas caspasas (3 y 9) y activando la via intrinseca mitocondrial pro
apoptotica del citocromo C con SMAC (Second mitochondria-derived activator of
caspases) también llamado DIABLO (Direct IAP-binding protein with low pl)
(Srivastava et al., 2016). Por tanto, segln este autor la quercetina a altas dosis (10, 50,
100 y 250 uM durante 48 horas, dosis que en otros articulos resultan toxicas para las
células) actia como inductor de la apoptosis en lineas celulares patologicas (leucemia,
cancer de mama) y dos lineas celulares sanas, ya que modula las enzimas que intervienen
en el proceso carcinogénico. En la bibliografia revisada no se han encontrado mas

estudios sobre la mortalidad inducida por la quercetina.
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Efectos bioldgicos en drganos y sistemas
a. Cerebro

Los modelos animales de ratas sometidas a situaciones de depresion y alimentadas
con dietas ricas en flavonoides confirman que la quercetina se acumula en el tejido
cerebral como metabolito conjugado de la quercetina metilada (isorhamnetin y
tamarixetin).  Parece ser que estan estructuralmente relacionados con aquellos
flavonoides que actdan como antidepresivos y con la posibilidad de que la quercetina y
sus metabolitos sean capaces de atravesar la barrera hematoenceféalica. Esto podria
sugerir que las hierbas medicinales con efectos antidepresivos deban sus propiedades a

los flavonoides presentes en las mismas (Bandaruk et al., 2012).

El cerebro es muy susceptible al estrés oxidativo debido a su alto contenido en
acidos grasos poliinsaturados, elevado consumo de oxigeno y menor capacidad
antioxidante. Por ello aumentando la capacidad antioxidante cerebral podriamos obtener
proteccién contra la neuro degeneracion, herramienta que resultaria muy util en
patologias que se agravan con el estrés oxidativo como son la enfermedad de Alzheimer,
el Parkinson y la enfermedad de Huntington (Hollman and Katan, 1999). Otros modelos
con ratones han demostrado mejora del dafio neuronal en la enfermedad de Alzheimer
cuando a estos animales se les administraba quercetina, observando una disminucion de
los depdsitos de B-amieloide (principal componente de las placas seniles en cerebro) y de
proteina tau (estabilizan los microtibulos axonales) (Sabogal-Guaqueta et al., 2015).
También se observo mejoria en el area CA1 y subiculo del hipocampo, en el cortex del

area temporal y en la amigdala (Sriraksa et al., 2012).

Estudios mas recientes sugieren que la quercetina puede actuar a nivel del SNC
como ansiolitico, mejorando la funcion cognitiva y la velocidad de respuesta neuronal
(Khan et al., 2019).

En modelos in vitro la quercetina ha demostrado ser til en el manejo del ictus ya
gue en fase aguda mejora el flujo cerebral, previene la agregacion plaquetaria y disminuye
el estrés oxidativo. Posteriormente disminuye la inflamacién en fase intermedia,
manteniendo la integridad del endotelio. En fase cronica aumenta la apoptosis,
disminuyendo el nimero de células muertas (Perez-Vizcaino and Duarte, 2010).

54



Introduccion

b. Sindrome metabdlico

Su diagnostico implica la asociacion de 3 0 mas de los siguientes factores: obesidad
(IMC > 30), aumento de circunferencia abdominal (varén > 102 cm, mujer > 88 cm),
hipertension arterial (TA > 130/ 85 mm Hg), dislipemia (HDL en varon < 40 y mujer <
50 mg/dL, TG > 150 mg/dL) o intolerancia a la glucosa (> 110 mg/dL en ayunas).

Constituye un factor de riesgo para el desarrollo de patologia cardiovascular y diabetes.

Existen estudios sobre la influencia del estrés oxidativo e inflamacion en la
progresion de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Aharoni-Simon et al., 2016). Las
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno inducen apoptosis en las células B-pancreéticas
(Wang et al., 2014). Puesto que la quercetina puede inhibir las enzimas a-glucosidasa y
glucosa-6-fosfatasa, la disminucion de la apoptosis en células B-pancreéticas altera el
metabolismo de los hidratos de carbono (Yao et al., 2019). En otros modelos con
animales los suplementos dietéticos de quercetina mostraron disminucion del nivel
plasmatico de colesterol total, aumento del colesterol HDL y mejora de la hiperglucemia
en DM2 (Jeong et al., 2012).

Algunos estudios demuestran la posibilidad atenuar los riesgos del sindrome
metabolico mediante el uso de la flavona quercetina que, aunque no es efectiva en la
reduccion del peso corporal, si es efectiva en la reduccion de la circunferencia abdominal
(Panchal et al., 2012) y también como protector frente a la obesidad (Ahn et al., 2008).
Ademas la quercetina a dosis altas puede elevar los niveles plasmaticos de adiponectina,
hormona que se produce en el tejido adiposo y disminuye la resistencia a la insulina
(Dunaif, 1997).

Indra public6 que la quercetina puede actuar sobre la respuesta pro inflamatoria
inducida por leptina (causante de disfuncion endotelial en pacientes obesos). El estudio
se realizé sobre células endoteliales del cordon umbilical. La administracion de
quercetina suprimia intensamente la fosforilacion de ERK1/2 (quinasas reguladoras de
sefiales extracelulares) y de NF-kB (complejo proteico de factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas que controla la transcripcion del
ADN) y parcialmente la secrecion de TNF-a (factor de necrosis tumoral), siendo todas
las citoquinas pro inflamatorias mediadas por leptina. Esto hace pensar en el posible
papel de la quercetina en la profilaxis de las enfermedades cardiovasculares (Indra et al.,
2013).
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c. Aparato cardiovascular

Los flavonoides se estudian desde hace afios en ensayos clinicos con humanos como
tratamiento hipotensor natural. La quercetina juega un papel importante en esta posible
via terapéutica por su reduccion del estrés oxidativo, su implicacion en el eje renina-
angiotensina-aldosterona y por mejorar la funcion vascular dependiente del endotelio
(Larson et al., 2012). Algunos modelos experimentales con animales han demostrado
que la quercetina aumenta la vasodilatacion y por tanto disminuye los niveles de tension
arterial (Duarte et al., 2001).
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Figura 7. Sistema renina-angiotensina-aldosterona (figura de la autora).

En la figura 7 podemos observar que en los pasos @ y @ la disminucién de la
presion arterial reduce la produccion renal de renina. Paso @ : La enzima convertidora
de angiotensina convierte la angiotensina | en angiotensina Il. Paso @: La angiotensina
Il produce vasoconstriccion, aumentando la presion arterial. Paso @: La angiotensina
Il libera aldosterona en la glandula adrenal que a nivel renal retiene sales y agua

aumentando el volumen extracelular y la presion arterial.

La quercetina tiene capacidad para inhibir la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) (*), disminuyendo los niveles de angiotensina Il y liberandose menos cantidad de
aldosterona en la corteza suprarrenal (hormona encargada de la reabsorcion de sodio a

nivel renal y de la excrecion de potasio). EI balance de sodio-potasio altera la
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osmolaridad plasmatica y el volumen extracelular, que junto con la presion sanguinea

componen el sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Ademas el endotelio secreta 6xido nitrico que produce vasodilatacion (Endemann
and Schiffrin, 2004). La quercetina es capaz de aumentar la actividad de la enzima 6xido
nitrico sintasa, aumentando la produccién de 6xido nitrico endotelial (Sanchez et al.,
2006). En la disfuncion endotelial aumenta la produccion de endotelina-1, potente
vasoconstrictor, y los ensayos clinicos con humanos han demostrado que la
suplementacion dietética de quercetina disminuye la liberacién de endotelina-1 (Loke et
al., 2008).

Puesto que la quercetina es capaz de inhibir la oxidacion del colesterol LDL y su
citotoxicidad (Negre-Salvayre and Salvayre, 1992), en estudios con modelos animales se
ha comprobado que la suplementacion oral con quercetina es capaz de disminuir los
niveles plasmaticos de triglicéridos y colesterol total (Kamada et al., 2005). Es por ello
que la quercetina también juega un papel importante en el tratamiento de la
ateroesclerosis. Por otra parte en modelos animales con ratas Wistar ha quedado
manifiesto que los complementos dietéticos de quercetina con a-tocoferol mejoran la
disfuncion contractil y reducen el tamafio del tejido infartado en los procesos de isquemia

miocardica (Punithavathi and Prince, 2010).

d. Inhibicién de la carcinogénesis

Los compuestos polifendlicos poseen propiedades antioxidativas y
anticarcinogénicas. La quercetina y otros flavonoides alteran la iniciacion, promocion y
progresion de las diferentes fases moleculares de la carcinogénesis, por lo que podrian
ser Utiles en la prevencion del cancer. La quercetina concretamente altera la apoptosis,
detiene el crecimiento de varias fases del ciclo celular, inhibe la sintesis de ADN y modula

varias vias de transduccion de sefiales (Yang et al., 2001).

e. Ojos

Algunos flavonoides podrian tener importantes efectos a la hora de reducir el riesgo
de formacién de cataratas (Stefek, 2011) y también como posibles antiinflamatorios,
teniendo en cuenta que reducen la produccion de especies reactivas de oxigeno

producidas en la conjuntivitis.
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f. Dermis

Para poder aplicar la quercetina en piel es indispensable que la manipulacién no
modifique sus efectos bioldgicos. Vicentini utilizd micro emulsiones de agua en aceite
(3:1) incorporando la isoflavona quercetina para estudiar el dafio inducido por ultravioleta
B en piel de animal vivo. Para este estudio se utilizaron ratones sin pelo de 3 meses de
edad, a los que se les aplicd por via topica en la zona dorsal 300 mg de quercetina en
emulsion durante 1 hora y 5 minutos antes de irradiar al animal. La irradiacion se realizo
con una ldmpara UVB a longitud de onda de 313 nm y a 20 cm de distancia de la piel.
La dosis calculada corresponde a 2,87 Julios/cm? de piel. Los ratones son eutanasiados
6 horas después para analizar las muestras histologicas de las zonas irradiadas. Estos
autores publicaron las fotografias de microscopia con objetivo 40X de los cortes
histoldgicos, donde se observa que las muestras de ratones irradiados sin quercetina
presentan eritema a las 3 horas de la irradiacion, hiperplasia de epidermis y proliferacion
de colageno propia del dafio por la radiacién UVB, mientras que los cortes histoldgicos
de ratones irradiados tras la proteccion con quercetina presentan menor adelgazamiento
de la piel, menor hiperplasia de epidermis (se reduce un 30%), asi como menor

proliferacion de colageno y fibras elésticas (Vicentini et al., 2010).

Estos mismos autores realizaron el estudio de quercetina in vitro en una linea celular
continua L929 de fibroblastos de raton, incrementando las dosis de esta isoflavona de 50
a 400 pg/mL (150-1200 pM) durante las 24 horas previas a la irradiacion con UVB (2,87
Julios/cm?). La determinacion de la vitalidad celular se realiz6 con el test MTT (ensayo
que se basa en la reaccidn colorimétrica en azul por la reduccion metabdlica del Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo). Las conclusiones son que la quercetina
reducia la mortalidad celular inducida por la radiacion ultravioleta. Dado que la
quercetina protegia tanto in vivo como in vitro, estos autores sugirieron que estas micro
emulsiones podrian utilizarse como agentes fotoprotectores en piel humana (Vicentini et
al., 2010).

Se ha estudiado cémo la quercetina en liposomas puede aumentar la viabilidad
celular y reducir los niveles de radicales libres. Estos resultados son mejores que en la
quercetina en solucién, demostrando una mayor eficacia para penetrar en las células. Liu
utilizé un cultivo in vitro de queratinocitos HaCaT cultivados con DMEM y 10% de suero
de ternera fetal y los irradié con UVB en dosis de 0,02 Julios/cm?. Posteriormente al

administrar dosis crecientes de quercetina se observo un aumento de la viabilidad celular
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con el test MTT. Las conclusiones fueron que la quercetina presentada como liposomas
incrementaba la vitalidad celular y disminuia los niveles de radicales libres del oxigeno y
de malonil dialdeido inducidos por los UVB (Liu et al., 2013).

En condiciones fisioldgicas, la exposicion prolongada de UVB en la piel activa la
ruta metabolica PI3K de proliferacion de queratinocitos y facilita su progresion a células
escamosas, dando lugar a lesiones actinicas precancerosas (Olson et al., 2008, Olson et
al., 2010). Olson trabajé con cultivos celulares de queratinocitos incubados en medio
DMEM al que afiadio quercetina con &cido ascorbico consiguiendo una disminucion en
la induccion de apoptosis por UVB debido a la inhibicion de la ruta de sefializacion PI3K

(fosfatidilinositol 3 quinasa).

Patil estudio el efecto protector ante radiaciones y de la quercetina y la rutina tienen
potencial proteccion ante radiaciones y. Para ello utiliz6 ratones suizos Stain A a los que
irradio 4,5 Gy con bomba de ®Co diariamente durante 5 dias y les administré 10 mg/kg
de rutina'y 20 mg/kg de quercetina. Los resultados obtenidos mostraron una disminucion
significativa de los radicales libres inducidos por radiaciones ionizantes al inhibir el estrés
oxidativo (Patil et al., 2013).

También se ha visto que la quercetina y sus derivados tienen efectos protectores
frente a radiaciones ionizantes. En el estudio de Lata se irradiaron ratones suizos albinos
Stain A con radiacion y a dosis letal del 100% y a dosis letal del 50%. Este estudio plantea
la posibilidad de conseguir efectos radioprotectores en otros mamiferos ante radiaciones
ionizantes (Lata et al., 2009).

Zuyi Weng describié que la quercetina inhibia la secrecion de histamina y la
liberacion de sustancias por los linfocitos T en dermatitis por contacto. Su mecanismo
de accion era reducir la liberacion de citoquinas por parte de los mastocitos y bloguear la
activacion de la respuesta inflamatoria mediante la inhibicién de la IL-8 y TNF. En este
estudio se comparo6 la quercetina con el cromoglicato, que es actualmente el tratamiento
utilizado como estabilizador de los mastocitos.  Pacientes diagnosticados de
fotosensibilidad o dermatitis por contacto fueron tratados con dosis de quercetina y
cromoglicato de manera profilactica, observando una reduccion de las lesiones cutaneas
en ambas patologias de manera significativa, y una disminucion del prurito resistente a
antihistaminicos, obteniendo mejores resultados con quercetina que con cromoglicato.

De este estudio se deducia que la quercetina era un prometedor inhibidor de la
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degranulacion de los mastocitos para procesos alérgicos e inflamatorios, especialmente
en las férmulas farmacoldgicas que presentan una buena absorcién oral (Weng et al.,
2012).

En modelos in vitro con fibroblastos humanos el tratamiento con rutina, un
glucosido de la quercetina, demostrd propiedades antioxidantes, por lo que se decidio
aplicarlo in vivo a nivel topico mediante una crema que los sujetos a estudio se aplicaron
durante 4 semanas, disminuyendo los niveles de ROS, mejorando la elasticidad de la piel

y disminuyendo el nimero de arrugas (Choi et al., 2016).

g. Sindrome de ovario poliquistico (SOP)

El aumento en los niveles de insulina y de hormona luteinizante (LH) junto con la
disminucion de la hormona transportadora de globulina (SHB) crea un estado de hiper
androgenismo por hipertrofia de la teca (Agarwal et al., 2005). El estrés oxidativo puede
provocar hiperplasia a nivel del ovario, causado preeclampsia, endometriosis, aborto y
disminucion de la fertilidad y la suplementacion oral con quercetina puede mejorar las

alteraciones hormonales y metabolicas del SOP (Jahan et al., 2018).

h. Préstata

Shoskes realiz6 un estudio clinico prospectivo aleatorizado de doble ciego y control
con placebo para evaluar el efecto potencial de la quercetina en el Sindrome de Prostatitis
Cronica Ill. Un grupo de 30 hombres fue inscrito inicialmente en el estudio con un
diagnostico de categoria Il (dolor, molestias miccionales y descenso de la calidad de
vida). Se asigno al azar una mitad del grupo con tratamiento de placebo y la otra mitad
con guercetina en capsulas de 500 mg dos veces al dia para una persona de 60 kg durante
1 mes (la dosis aproximada era 16,7 mg/kg/dia). Ademas, se realizé un estudio clinico
abierto con seguimiento de 17 hombres cuyo tratamiento consistié en ingerir 2 capsulas
diarias del farmaco Prosta-Q (500 mg de quercetina, bromelina y papaina). La
puntuacion media de los sintomas de los pacientes que tomaron quercetina mejord un
25%. Los efectos secundarios durante el tratamiento fueron cefalea en la primera dosis
de un paciente y parestesias leves en extremidades que afecto a otro paciente. Ambos
efectos cesaron al final del tratamiento. En el estudio clinico abierto el 82% de los 17
hombres observaron una mejoria de al menos el 25 %. Los exdmenes del liquido

prostatico en 4 pacientes revelaron una disminucién sustancial en los niveles de 8-iso-
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prostaglandina F2a desde un nivel basal de 1365 pg/mL a 179 pg/mL (Shoskes et al.,
1999).

Hace cuatro afios se realizo otro estudio en los que hombres con niveles persistentes
de PSA > 4 ng/dL (antigeno prostatico especifico) con biopsia prostatica negativa
recibieron un tratamiento con quercetina durante tres meses y se logré una disminucion
de los niveles de PSA < 4 ng/dL (Gallo, 2016).

En modelos animales con ratas la administracion oral de quercetina durante 4
semanas disminuyé la expresion de citoquinas pro inflamatorias, reduciendo el estrés
oxidativo y mejorando los cambios histopatoldgicos que se presentan en la prostatitis
(Meng et al., 2018).

i. Infecciones

Actualmente hay varios estudios sobre posibles aplicaciones de la quercetina en
diversas infecciones ya que parece inhibir la capacidad del virus para infectar otras
células, inhibiendo asi mismo la replicacion de células ya infectadas. Los flavonoides
demostraron efectos antivirales contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
Concretamente la quercetina in vitro es capaz de inhibir la transcriptasa reversay la ADN
polimerasa del VIH, aungue no llegaron a probarse sus efectos en humanos infectados
(Ng et al., 1997). Al inhibir la replicacién del ARN de los virus Influenza A e Influenza
B a través de la ARN polimerasa, hay estudios que demuestran su utilidad frente a estos
virus (Gansukh et al., 2016). En el caso del virus respiratorio sincitial el uso de raices de
Scutellaria baicalensis en ratones demostré efectos antivirales y antiinflamatorios (Shi et
al.,, 2016). En modelos in vitro con hepatocitos humanos la quercetina inhibe la
replicacion del genoma e infectividad del virus de la hepatitis C (Rojas et al., 2016). Otro
estudio posterior relativo a la hepatitis B demostrd que en modelos celulares el uso de
Guiera senegalensis (una planta medicinal con alto contenido en quercetina) presenta
actividad antiviral (Alam et al., 2017). Frente al adenovirus los compuestos fenolicos
presentes en el té negro también han demostrado actividad antiviral (Karimi et al., 2016).
En el caso del enterovirus la quercetina inhibe la actividad viral y bloquea su replicacion
en modelos in vitro (Yao et al., 2018). Para el herpes el uso de Bacharis dracunculifolia
(producto natural con alto contenido en quercetina) en modelos in vivo con ratones se
comprobd mejoria de las lesiones y disminucion de la morbimortalidad (Ferreira et al.,

2018). Otros modelos con ratones han demostrado proteccion frente a dos especies del
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virus del ébola, pudiendo constituir una futura via de investigacion para tratamientos
profilacticos de esta infeccion (Qiu et al., 2016). En el virus del Zika la quercetina
también ha mostrado acciones antivirales en primates (Wong et al., 2017).

j.  Estudios clinicos de la quercetina

Ya en 1999, Bardi realizd un estudio clinico administrando quercetina a 10
voluntarios sanos (7 hombres y 3 mujeres, edad media entre 33,5 y 37,5 afios) con una
dosis oral unica de 8,5 mg/kg del peso corporal. El objetivo era estudiar el potencial de
induccion de la liberacion de adenosina. Las muestras de sangre se recogieron
inmediatamente antes de la administracion de quercetina (control negativo) y a los 15, 30,
60 y 120 minutos después de la ingestion de la quercetina. Los resultados obtenidos
fueron aumento constante en los niveles de adenosina en los 30 minutos posteriores a la

administracion del tratamiento, no observandose efectos adversos (Cureton et al., 2009).

Desde hace varios afios se han llevado a cabo numerosos estudios clinicos
publicados por Henson (Henson et al., 2008), Dumke (Dumke et al., 2009) y Cureton
(Cureton et al., 2009). En todos estos estudios se han investigado los diversos efectos de
la quercetina en la funcién inmune y estrés oxidativo inducido por el ejercicio, asi como
posibles efectos secundarios adversos. Los resultados obtenidos reflejan que la ingestion
de quercetina en sujetos sanos a dosis diarias de 600 mg a 1 g durante 1 a 6 semanas

nunca produce efectos adversos.

MacRae realizé un estudio clinico aleatorizado de doble ciego y cruzado en 11
ciclistas de élite masculinos (edad sin especificar) para poner a prueba los efectos de la
suplementacion diaria con antioxidantes, vitaminas esenciales y 600 mg de quercetina
(300 mg dos veces al dia). Los autores llegaron a la conclusion de que tras 6 semanas de
suplementacion con quercetina el rendimiento en la prueba de ciclismo de alta intensidad
mejoro significativamente en potencia de salida. En este mismo estudio se echa en falta

el registro de los posibles efectos adversos (MacRae and Mefferd, 2006).

Quindry realizo un estudio de doble ciego del rendimiento fisico con 40 ciclistas
varones entrenados (rango de edad 26-29 afios). Al azar administré un suplemento diario
de quercetina (n = 20) y placebo (n = 20). Los grupos ingieren un total de quercetina de
1000 mg/dia o, en su defecto, placebo. El estudio se realizé durante 3 semanas antes, 3
dias antes y 2 semanas después de que los sujetos pedalearan durante 3 horas/dia

aproximadamente al 57% de su potencia maxima. Las muestras de sangre y saliva se
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recogieron antes y después de cada una de las sesiones de ejercicio y las biopsias
musculares se obtuvieron antes y después de la primera y tercera sesion. Los resultados
fueron que el tratamiento con quercetina no provocdé mayor rendimiento (potencia,
frecuencia cardiaca y consumo de oxigeno). Los resultados no modificaron las medidas
de la funcién inmune o muscular y no aportaron ninguna modificacion en las cifras de
andlisis sanguineos: Natural Killer (NK), proliferacién de linfocitos y fitohemaglutinina
(PHA), actividad oxidativa, IgA salival, NF-kB (factor de transcripcion nuclear kappa B),
citoquinas y ciclooxigenasa-2. Pero por otra parte estos autores resefian que no se

registraron efectos adversos en ninguno de los sujetos tratados con quercetina.

Queda mucho por investigar con este flavonoide, pero es un producto de origen
botanico con efectos beneficiosos demostrados en dietas y sin ningun tipo de efectos
secundarios que pueda perjudicar a los pacientes. Cabe destacar que en septiembre de
2020 el doctor Michel Chrétien del Instituto de Investigacién Clinica de Montreal propuso
el uso de quercetina para el tratamiento de la COVID-19 para inhibir la replicacion del
virus (bloqueando la endocitosis del virus en las células huésped en fase temprana,
bloqueando la transcripcion del genoma viral, incrementando el aclaramiento viral al
mejorar la respuesta mitocondrial y reduciendo la inflamacion asociada a la infeccion).
Al parecer su equipo ha comenzado la fase de ensayos clinicos en pacientes chinos para

comprobar la accion antiviral de este flavonoide.
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VITAMINA C:
Caracteristicas generales

La vitamina C es un potente antioxidante para el ser humano que también presenta
propiedades antiinflamatorias y es fundamental para el sistema inmunoldgico. Se trata
de una molécula hidrofilica de sabor &cido con un amplio espectro de accion, ya que es
un excelente barredor de radicales libres como el perdxido, superdéxido, hidroxilo y
peroxinitrilo. Entre los antioxidantes hay varias familias de principios activos que
incluyen los fitoestrégenos (principalmente los flavonoides de los que hemos hablado en
el capitulo previo) y los polifenoles (los taninos presentes en el vino) (Coronado H et al.,
2015).

Es un componente esencial para los seres humanos que debe ser ingerido
diariamente a través de la dieta en sus dos variantes bioldgicas (figura 8): &cido ascorbico
(su forma reducida, a lo que comdnmente denominamos vitamina C) o acido
dehidroascorbico (forma oxidada). Las principales fuentes alimentarias son los tomates,
acelga, citricos, fresa, kiwi, zanahoria, espinacas, ajo, cebolla, avena, menta, etc. Su
carencia determina multiples patologias, siendo la mé&s conocida el escorbuto,
ampliamente documentada por las expediciones hacia el continente americano donde los
marinos no disponian de fruta o verdura fresca durante meses, produciéndose una
alteracion en la sintesis del coldgeno que cursaba con purpuras y equimosis que
progresaban hacia hemorragias, infecciones secundarias y finalmente la muerte. Fueron
los ingleses en el siglo XVIII los que finalmente consiguieron paliar la enfermedad
gracias al zumo de limén mezclado con destilados de ron y ginebra, aunque hay algun
tratado espafiol de frailes agustinos ya en el siglo XV donde se recogen remedios con

citricos abordo.

O OH
o 0
0 — o
HeY HO
i oy 2t g A
Acido ascorbico Acido dehidroascérbico

Figura 8. Reaccion de oxidacion de la vitamina C (acido L-
ascorbico) hacia su forma reducida (acido dehidroascorbico).
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En pacientes criticos se ha observado que una dosis alta intravenosa de vitamina C
en fases tempranas da lugar a un pronostico mas favorable y prevencion de la posterior
hipovitaminosis (de Grooth et al., 2018). Para pacientes muy graves podrian requerirse
dosis IV de 3-6 g/dia para restablecer sus concentraciones plasmaticas que suelen
tolerarse adecuadamente mejorando la vascularizacion y las lesiones a nivel celular. En
modelos animales con ratas expuestas a nanoparticulas de 6xido de zinc, el suplemento
vitaminico de acido ascorbico inhibia la toxicidad pulmonar aguda al suprimir la
produccidn de especies reactivas de oxigeno y disminuir la inflamacion a nivel pulmonar,

todo ello atribuible a su accion antioxidante y quelante (Fukui et al., 2017).
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Mecanismo de accidn

La vitamina C se absorbe por transporte activo y difusion pasiva. Su forma oxidada
se absorbe mejor, ya que a pH fisioldgico no se encuentra ionizada y al ser menos hidrofila
atraviesa mejor las membranas celulares. En plasma se encuentra principalmente en
forma reducida (&cido ascorbico) a concentraciones que varian entre 30-60 uM. Las
células y tejidos también contienen &cido ascérbico, concentrdndose incluso 100 veces
mas en glandulas adrenales, pituitaria, cerebro, bazo e higado. Por ejemplo, el acido
ascorbico no es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, es el acido

dehidroascorbico el que penetra en las neuronas (Oudemans-van Straaten et al., 2014).

Sus funciones bioldgicas se desarrollan fundamentalmente a nivel intracelular.
Para ello hace falta la colaboracion de transportadores de membrana que la capten del
plasma para meterla en el interior de las células. Son pocos los mamiferos incapaces de
sintetizar su propia vitamina C y el humano esté incluido entre ellos junto con algunos
primates y varias especies de cerdo guineano debido a una mutacién genética; no
obstante, todos ellos disponen de transportadores especificos. EIl resto de mamiferos
pueden sintetizarla a nivel del pancreas e higado. Hay dos tipos de transportadores de
membrana para la vitamina C en funcion de si captan acido ascorbico (cotransportadores
de sodio-ascorbato o SVCTSs) o &cido dehidroascorbico (glucotransportadores o0 GLUTSs
que actuan por difusion facilitada). Sin embargo, sélo puede detectarse la forma reducida
(&cido ascorbico) en el plasma y a nivel intracelular porque su forma oxidada (acido
dehidroascorbico) se excreta o hidroliza rapidamente (Rivas et al., 2008).

En un estudio in vitro realizado con fibroblastos humanos fetales de pulmoén se
indujo senescencia para determinar los niveles de vitamina C segun la edad de las células.
Al afadir concentraciones de 100 uM de &cido ascérbico, la cantidad intracelular
aumentaba en todas las células y en mayor medida en las células mas viejas (1,5 veces
mas). Si se afiadian 100 uM de acido dehidroascorbico también aumentaban los niveles
intracelulares pero un 80% menos que en el caso del acido ascorbico, acumulandose
también a mayores concentraciones en las células mas viejas. Paradojicamente al afiadir
acido dehidroascorbico lo que aumentaba eran los niveles intracelulares de acido
ascorbico. Por lo tanto, se dedujo que las células senescentes tienen mayor habilidad para
introducir y acumular el acido ascérbico a nivel intracelular respecto a las células jovenes,

ya que tienen mayores niveles de especies reactivas de oxigeno, teniendo mayor facilidad
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de entrada el &cido ascorbico (5 veces mas) respecto al &cido dehidroascérbico (Saitoh et
al., 2018).

Los requerimientos minimos para mantener una concentracion normal en plasma
de 50 uM son de 100 mg al dia en adultos. EI déficit de vitamina C se establece en una
concentracion plasmatica < 20 uM/L. Por ejemplo, en el escorbuto se observan niveles
inferiores a 11 uM/L. Sin embargo, la dosis oral esta limitada por la absorcion intestinal
y por un mecanismo de transporte activo que se satura y depende de la energia, del sodio
y de la dosis (Torres et al., 2014). La concentracion plasmatica depende de la absorcion,
volumen de distribucién, captacion celular, consumo, reabsorcién y excrecion renal. En
casos de patologias graves como sepsis, hemorragias o fallo multiorganico habra
hipovitaminosis debido al alto consumo atribuible al estrés oxidativo y agotamiento por

parte de leucocitos y granulocitos.

La reposicidn externa de vitamina C es muy baja (aproximadamente un 5%) debido
al excelente mecanismo de reciclaje, siendo la principal ruta de eliminacion la excrecion
urinaria. Una ingesta oral excesiva conlleva acidificacion de la orina, favoreciendo la
formacion de célculos renales (mayoritariamente de oxalato), pudiendo llegar a irritar el
tubo digestivo (Torres et al., 2014).
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Funciones bioldgicas
a. Accion antioxidante

Como ya se ha explicado previamente, la capacidad de la vitamina C para capturar
radicales libres la convierte en un potente antioxidante eliminando radicales superéxido
e hidroxilo. Su accidén antioxidante resulta fundamental en todos los 6rganos y sistemas.
Han realizado estudios en modelos in vivo con animales, por ejemplo en ratones
transgénicos, sobre la obstruccion pulmonar crénica y fibrosis quistica. EIl tratamiento
con otro antioxidante (N-acetil cisteina) mejoraba el enfisema y la disfuncion pulmonar.
En cambio, la deplecion de otro antioxidante (en este caso la vitamina C) causado por una
disrupcion genética de la enzima sintetizadora de vitamina C (SMP30 de los ratones
transgénicos C57/BL6J-BENAC) producia fenotipos pulmonares exagerados,
demostrando que el desequilibrio proteasa-antiproteasa y el estrés oxidativo exacerban
los fenotipos pulmonares en este tipo de ratones y que quizas podria guardar relacion con
el humano (Shuto et al., 2016).

Ademas, la participacion de la vitamina C en reacciones redox es esencial para
maultiples funciones, ya que interviene por ejemplo en la oxidacion de la fenilalanina, en
la oxidacion de la tirosina, en la conversion de triptéfano a serotonina, la transformacion
de dopamina en norepinefrina.... También se encarga de reducir el hierro férrico a ferroso

para permitir su absorcién intestinal.

b. Funcion endotelial

La disfunciéon endotelial mediada por las especies reactivas de oxigeno se
manifiesta con isquemia o alteraciones en la reperfusion que pueden llegar a la sepsis. La
administracion intravenosa de vitamina C a altas dosis en pacientes con sepsis 0 a nivel
preoperatorio en casos de isquemia ha demostrado mejorar el estrés oxidativo a nivel
endotelial, mejorando la perfusion y oxigenacion del tejido y en consecuencia mejorando

la disfuncion endotelial (Oudemans-van Straaten et al., 2014).

En otro estudio realizado con pacientes con sepsis el tratamiento combinado de
hidrocortisona con vitamina C ha demostrado ser Gtil para revertir la disfuncion endotelial

a nivel pulmonar (Barabutis et al., 2017).
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En un modelo in vitro de células miocardicas sometidas a estrés térmico el
tratamiento previo con vitamina C protegia a las células para adaptarse mejor al estrés
oxidativo (Yin et al., 2018).

c. Sintesis de hormonas

Al actuar como cofactor en numerosas reacciones enzimaticas es fundamental en la
biosintesis de catecolaminas, vasopresina y otras hormonas. También interviene en la
biosintesis de carnitina que permite transportar acidos grasos hasta el interior de los

organulos celulares para producir energia.

d. Sintesis de coladgeno

Su participacion en la hidroxilacion de la lisina y prolina resulta fundamental para
la sintesis de coldgeno. La maxima expresion de la alteracion en la sintesis del colageno

se produce en el escorbuto.

e. Sistema inmunoldgico

Su funcidn en el sistema inmunoldgico no esté bien definida, pero ha demostrado
ofrecer resistencia a las infecciones al aumentar la actividad inmunoldgica de los
linfocitos, aumentar la produccion de interferdn y reforzar la integridad de las membranas
a nivel de las mucosas. También influye en la actividad de los macréfagos regulando la

fagocitosis. Actta como bacteriostatico inhibiendo el crecimiento bacteriano.

f. Accion despigmentante

Su intervencion en el metabolismo de la tirosinasa produce una disminucion de la
formacion de melanina. La vitamina C al ser un compuesto inestable se ha estudiado en
combinacidn con otros agentes despigmentantes como la soja o el regaliz, que aplicados
topicamente han resultado Utiles en el tratamiento de la hiperpigmentacion asociada al
fotoenvejecimiento. Se ha demostrado que la combinacidn de tirosina, zinc y vitamina C
aumenta hasta 20 veces la biodisponibilidad de esta vitamina (Telang, 2013). También
protege frente a la fotocarcinogénesis al estabilizar las fibras de colageno, aumentando su
sintesis y disminuyendo su degradaciéon. La vitamina C actla sinérgicamente con la
vitamina E, por lo que tiene amplias aplicaciones clinicas en el campo de la dermatologia
(Al-Niaimi and Chiang, 2017).
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g. Actividad antineoplasica

Ya desde 1991 se demostré una correlacion directa de la vitamina C con la
prevencion del cancer, principalmente de esofago, cavidad oral, estmago y pancreas,
aunque también ofrece efectos protectores en cancer de cérvix, recto y mama. Los
carotenoides muestran efectos protectores frente al cancer de pulmoén. Su mecanismo de
accion se atribuye al papel antioxidante y por su accion scavenger para radicales libres
(moléculas eliminadoras que se oxidan al neutralizar el radical libre, también
denominadas “moléculas suicidas”) a nivel del plasma, activando la regeneracion de
vitamina E en membranas lipidicas (Block, 1991). Ademas, el acido ascérbico bloquea

la formacién de nitrosaminas.
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SENESCENCIA:
Caracteristicas generales

Ya en 1961 un profesor de anatomia de la Universidad de Stanford (California,
EE.UU.), el doctor Leonard Hayflick, describi6é el proceso de la senescencia celular
gracias a un estudio sobre el crecimiento in vitro de fibroblastos humanos. Alli pudo
observar que a pesar de mezclar células jovenes con células que ya llevaban varias fases
de replicacion (mas viejas), los fibroblastos podian recordar el nimero de replicaciones
que habian llevado a cabo, siendo éste un namero finito (término que bautiz6 como
senescencia replicativa o “fenomeno de Hayflick). De esta investigacion dedujo que la
senescencia celular era una detencion irreversible de la division celular que se asocia al
envejecimiento de los seres vivos y las Unicas células somaticas que pueden escapar de
la senescencia son las cancerigenas. Tanto la apoptosis como la senescencia celular son
buenos parametros bioldgicos a estudiar en cultivos celulares, ya que aportan informacion
sobre la fisiologia, morfologia, bioguimica y genética de la célula (Martinez Salazar,
2009).

La senescencia replicativa se produce por una erosién telomérica progresiva
asociada a la acumulacion de dafios en el ADN (Singh and Piekorz, 2013). Los
telomeros, extremos de los cromosomas, son regiones de ADN no codificante altamente
repetitivas que dan estabilidad estructural protegiendo al cromosoma; su desgaste a lo
largo de los ciclos celulares impide la proteccion del ADN, volviéndolo inestable, incapaz
de duplicarse e iniciando procesos de apoptosis (muerte celular programada). Ademas
hay diversos factores de estrés, incluidos los estimulos hipermitogénicos como las
proteinas Ras (oncogenes que actan como interruptores o reguladores de diversas rutas
de transmision celulares y que suelen asociarse a tumores malignos), las especies
reactivas de oxigeno y drogas citotoxicas que producen dafio en el ADN, asi como
disfunciones del huso mitético y la aneuploidia (alteracién de la dotacion cromosémica
normal del cariotipo) que pueden desencadenar y acelerar una respuesta antiproliferativa

conocida como senescencia prematura inducida por estrés (SIPS).

La senescencia actla protegiendo a la célula, ya que suprime los procesos tumorales
a un nivel de pre malignidad. Sin embargo, constituye un detrimento cuando causa un
agotamiento de la proliferacion de células madre o cuando promueve procesos

inflamatorios ligados al fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). No obstante,
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aunque las células senescentes paran su proliferacion, se siguen manteniendo

metabolicamente activas.

La senescencia inducida por oncogenes (OIS) es una respuesta antiproliferativa que
cesa el crecimiento de algunos tumores benignos y protege de la progresion al cancer
mediante los oncogenes inductores de apoptosis (Chandeck and Mooi, 2010). Por
ejemplo, los OIS impiden la progresion de neoplasias pre malignas hacia carcinomas
invasivos en las neoplasias intraepiteliales pancreaticas murinas mediante la adquisicion

de mutaciones supresoras de tumores (Caldwell et al., 2012).
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Figura 9. Esquema de las fases de la senescencia in vitro en queratinocitos y células epiteliales mamarias
humanas (Abbadie et al., 2017).

En la piel el envejecimiento puede producirse por factores extrinsecos derivados de
factores ambientales (radiacion ultravioleta, tabaquismo, abuso de alcohol, deficiencias
nutricionales) o por factores intrinsecos que dependen del contexto genético y del natural
paso del tiempo. Concretamente la radiacion UV contribuye en un 80% en el
envejecimiento celular induciendo dafios en el ADN (fotoenvejecimiento) y activando
diversos oncogenes. Para reparar dichos dafios del material genético las células

epiteliales tienen sistemas coordinados que asocian paradas en las diferentes fases de los
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ciclos celulares, reparacion del ADN, la apoptosis y la senescencia prematura (Choi et
al., 2018). Los estudios in vitro se han llevado a cabo fundamentalmente en modelos con
fibroblastos, aunque concretamente en cultivos de células epiteliales mamarias y
queratinocitos se observd que la senescencia se desarrolla atipicamente en dos pasos
(figura 9). Primero se producia una detencion del crecimiento celular tras 10-20
duplicaciones de la poblacion celular (senescencia temprana independiente de los
telomeros) con cambios morfoldgicos tipicos consistentes en un aumento del tamarfio
celular asociando aplanamiento, aumento de la actividad de la enzima B-Galactosidasa,
secrecion de citoquinas pro inflamatorias y detencion del ciclo celular en fase G1 (aungue
todavia de forma reversible en algunas células). Solamente una de cada 10.000 células
es capaz de escapar espontaneamente la senescencia, perdiendo la actividad de la enzima
B-Galactosidasa y volviendo a iniciar el ciclo celular, aumentando sus clones y
consiguiendo de 5-45 duplicaciones de su poblacion celular. Estas células post
senescentes dan lugar a un segundo paso denominado “agonescencia” caracterizado por
una propagacion celular, aumento de tamafio, elevacion de la actividad de la enzima SA-
B-Gal (Senescence associated beta Galactosidase), expresion de un secretoma especifico

y aumento de la muerte celular.

La detencion del ciclo celular puede influir en numerosos procesos biol6gicos
incluido el desarrollo embrionario, la reparacion y regeneracion tisular, supresién tumoral
y el envejecimiento (Noren Hooten and Evans, 2017). De hecho es la propia acumulacién
de células senescentes en tejidos y Organos lo que determina el envejecimiento del
organismo, por tanto la identificacion, cuantificacion y caracterizacion de estas células
resulta fundamental para la comprension de la funcién que desempefia la senescencia en
el envejecimiento, la patogénesis y el desarrollo de posibles intervenciones terapéuticas
(Biran et al., 2017).

Las principales patologias ligadas a la edad en las que la senescencia juega un papel
fundamental para su progresion son: obesidad y diabetes mellitus (la senescencia aumenta
la resistencia a la insulina), esteatosis hepatica no alcohdlica (las mitocondrias de las
células senescentes no metabolizan los &cidos grasos adecuadamente, favoreciendo su
acumulo), hipertension pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica (las células senescentes
disminuyen la expresion de los factores pro inflamatorios dificultando la resolucion de la

fibrosis), osteoartritis y génesis de tumores (aunque las células senescentes pueden inhibir
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el crecimiento tumoral, el SASP puede promover el crecimiento de neoplasias y ademas

ofrecer resistencia a las terapias oncoldgicas) (Wei and Ji, 2018).

Se han realizado pocas investigaciones sobre la senescencia in vivo. Algunos
investigadores han trabajado con ratones para estudiar terapias basadas en los teloémeros
con el objetivo de combatir el envejecimiento. ElI TA-65 es un producto natural derivado
de un activador de la telomerasa (enzima que replica el ADN en los extremos de los
cromosomas eucarioticos, permitiendo el alargamiento de los telémeros) que provoca un
descenso de células senescentes del sistema inmune, aumentando los niveles de
telomerasa en el tejido del ratdn y mejorando indicadores de salud. Sin embargo, hasta
ahora no ha logrado ninguna repercusion en la esperanza de vida de los animales (de
Magalhaes and Passos, 2018). Otros farmacos comunmente denominados “senoliticos”
como la combinacién de quercetina con Dasatinib (inhibidor de la tirosina quinasa para
impedir la fusion de las proteinas BCR-ABL que se utiliza como tratamiento habitual en
la leucemia mieloide crénica y en algunas leucemias linfoblasticas agudas) han
demostrado reduccion en el nimero de células senescentes expuestas a radiacion,
mejorando diversos parametros de salud de los ratones, reparando la funcion vasomotora
en hipercolesterolemia, fibrosis pulmonar idiopatica y esteatosis hepatica. También hay
hipotesis de trabajo con ratones centradas en retrasar la senescencia celular para frenar el
envejecimiento y posponer las enfermedades asociadas a él, siendo la gerontologia un
campo que podria beneficiarse ampliamente con el desarrollo de farmacos capaces de

retrasar la demencia o el cancer (Stipp, 2012).

La hipdtesis sobre la senescencia multi paso que propone van Deursen (figura 10)
parte de una célula quiescente (en fase fisioldgica GO, estado vegetativo sin replicacién
celular) que puede volver al ciclo celular a través de la diferenciacion, o bien progresar
hacia una detencion del ciclo celular mediante la activacion del p16™K*2 y/o las vias p53-
p21 que le permiten alcanzar la fase de senescencia temprana (o pre senescencia). El
factor de transcripcion p53 regula mas de 500 genes diana, por lo que ademas de estar
implicado en la senescencia influye en otros procesos como la adaptacion metabdlica,
reparaciones del ADN, paradas del ciclo celular y apoptosis (Bourgeois and Madl, 2018).
Posteriormente se podra llegar a la fase de senescencia completa disminuyendo la
produccién de la proteina lamina-B1 (encargada de la estabilidad nuclear, estructura de
la cromatina y expresion de genes) y otros estimulos que produzcan el SASP (fenotipo

secretor asociado a senescencia), en el esquema de la figura 10 las diferentes sustancias
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secretadas se representan mediante circulos de diversos colores. El paso a senescencia
tardia dependera de factores genéticos y cambios epigenéticos (mecanismos que regulan
la expresion de genes sin modificar la secuencia del ADN) que parecen depender de la
heterogeneidad del SASP y justifican la variedad de células senescentes. La eliminacion
de las células senescentes puede llevarse a cabo mediante aclaramiento inmunitario en
cualquiera de las fases de senescencia al ser fagocitadas por macréfagos que también se

activaran por el SASP.
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Figura 10. Hipotesis de senescencia multi-paso (van Deursen, 2014).

La sefial pro inflamatoria del SASP puede atenuarse en la fase tardia de la
senescencia. La autofagia es un mecanismo esencial para eliminar la célula en el que
organelas y proteinas degradadas se autofagocitan en el lisosoma. El aumento de la
actividad lisosomal se refleja en un consecuente aumento de la actividad de la enzima
SA-B-Gal localizada en los lisosomas, constituyendo el marcador mas utilizado para la

determinacion de la senescencia (Wiley and Campisi, 2016).

Los componentes del SASP influyen en las celulas proximas y en su
microambiente, por tanto, el SASP es un fendmeno que vincula la senescencia celular

con el envejecimiento celular y patologias dependientes de la edad. Cuando disminuye
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la expresion de Sirtuinal (SIRT1 o Silent mating type Information Regulation Two tipo
1, enzima NAD-dependiente que regula la expresion de ciertos genes), aumenta la
expresion de los componentes del SASP en la senescencia, produciéndose un acumulo de
IL-6 e IL-8 que favorece la expansion de células senescentes. De modo que en la
situacion inversa donde se produce un aumento de SIRT1 obtendriamos proteccion contra
el envejecimiento y patologias relacionadas con la edad, ya que se produce supresion del
SASP através de regulacion epigenética (Hayakawa et al., 2015). Aunque se han descrito
7 tipos distintos de sirtuinas en los mamiferos, tan sélo la SIRT1 y SIRT6 han demostrado
utilidad en la disminucion de la inflamacién y en la proteccion cardiovascular
(disminuyen el envejecimiento vascular, las cardiopatias y el desarrollo de placas
ateroescleroticas) (D'Onofrio et al., 2018).

Hay estudios centrados en la fisetina (un tipo de flavona bioactiva) ya que parece
suprimir la diferenciacion de los preadipocitos en fases iniciales e inducir la expresion de
SIRT1. Por tanto, la fisetina al potenciar los niveles de SIRT1 acaba produciendo
supresion de la adipogénesis (Kim et al., 2015). De hecho, para activar la SIRT1 se
utilizan STACs (compuestos activadores de las sirtuinas 1 y 2). Dos STACs muy
estudiados y que derivan de plantas son precisamente la fisetina y el resveratrol, que
tienen poca toxicidad para células humanas y en modelos in vitro han demostrado mejorar
la esperanza de vida de la levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiae (hongo
unicelular) (Yang et al., 2007). Ademas la fisetina que se ingiere por via oral se ha
demostrado que aumenta los niveles de glutatién, activa vias de sefializacion celular y
reduce la produccion de eicosanoides (lipidos que se producen por la oxidacién de acidos
grasos esenciales y actian como mediadores del SNC, en la inflamacion y en la respuesta
inmune). Asi que la fisetina también tiene la habilidad de reducir el impacto de patologias
neuroldgicas relacionadas con la edad (Maher, 2015). En el caso de investigaciones con
ratas macho tratadas con cisplatino y fisetina se comprob6 que para el dafio renal que
asociaba alteraciones histopatoldgicas, la fisetina mejoraba los niveles de creatinina, urea
y otros marcadores, por lo que deberia estudiarse como posibilidad de tratamiento
combinado al cisplatino para mejorar las herramientas terapéuticas contra la

nefrotoxicidad derivada de la quimioterapia (Sahu et al., 2014).
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Marcadores para identificar la senescencia

Hay diversos métodos de determinacion de la senescencia celular como el
aplanamiento de la morfologia celular con aumento de la superficie de la célula, la
detencion proliferativa, resistencia a la apoptosis, alteracion de la expresion génica de los
micro ARN Yy activacion de vias supresoras de tumores (p53-p21 WAF, p53-Decl,
p16™NK4) " En el nicleo de la célula se forman ADN-SCARS (segmentos de ADN con
alteraciones de la cromatina que refuerzan la senescencia), SAHF (focos
heterocromaticos asociados a senescencia, dominios de heterocromatina especializados
en silenciar los genes que promueven la proliferacion), activacion de factores de
transcripcion (Spl) y aumento de factores secretados (SASP). Todo ello reprime los
genes encargados de la proliferacion produciendo una ausencia de BrdU
(bromodesoxiuridina, nucleétido sintético halogenado con un grupo bromuro anélogo a
la timidina frecuentemente utilizado en tratamientos oncolégicos), detencion del ciclo
celular principalmente en fase G1, aumento de la actividad de la enzima SA-B-Gal
lisosomal con un consecuente aumento de la masa lisosomal, enriquecimiento de
citogquinas pro inflamatorias y remodeladores de la matriz extracelular (Abbadie et al.,
2017). Otras hipotesis proponen que el SASP influye en la homeostasis de los tejidos, ya
que provoca su reorganizacién celular (Cahu, 2013). La secrecién de algunos factores
del SASP se puede modificar a través de la inhibicion de la proteina mTOR (mammalian
Target of Rapamycin o diana de rapamicina en mamiferos), una via de sefializacion que
al activarse produce inhibicion de la autofagia, inhibe la apoptosis, controla el inicio de
la transcripcion del ARN mensajero y promueve la sintesis de proteinas y glucosa. El
uso de rapamicina, inmunosupresor natural que se aisla a partir de la bacteria
Streptomyces hygroscopicus, permite que en pacientes trasplantados se inhiba la via
mTOR para que en dosis bajas se induzca senescencia en lineas celulares normales y en
altas concentraciones se produzca autofagia de una linea celular transformada (Fernandez
Larrosa et al., 2011).

La ausencia de marcadores especificos para la deteccion de senescencia ha centrado
el estudio de diversas caracteristicas celulares semi-selectivas como el aumento de los
niveles de p16'™K4(gen supresor de tumores que inhibe la biogénesis de ribosomas e
inicia la detencion del ciclo celular y la apoptosis), p21 (gen que codifica un inhibidor de
quinasa dependiente de cliclina que a su vez regula el avance de la fase S del ciclo

celular), macroH2A que es una histona (proteina basica que forma parte de la cromatina)
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que influye en la represion de genes (impidiendo la transcripcion) y en la
heterocromatinizacion (formacion de segmentos cromosémicos muy condensados), IL-6
(interleuquina secretada por macrofagos, monocitos, linfocitos T y B, células endoteliales
y fibroblastos con actividad antiinflamatoria y pro inflamatoria que estimulan la
produccién de proteinas de fase aguda asi como la produccion de anticuerpos), p38
MAPK fosforilada (proteina quinasa activada por mitdgenos), DSBs (double-strand

breaks o roturas de doble hebra) y la actividad de la enzima SA-B-Gal.

Es precisamente la actividad de la enzima SA-B-Gal el marcador més utilizado, ya
que cataliza la hidrdlisis de las p-galactosidasas en monosacéaridos de células senescentes,
siendo activa a un pH de 6 (Kurz et al., 2000). Sin embargo esta actividad lisosomatica
puede detectarse en células no senescentes a un pH de 4 (Kuilman et al., 2010). Otro
método de deteccion de esta actividad es mediante la alcalinizacion de los lisosomas con
carbonato amonico y tincion con el fluorocromo Ci-FDG, molécula que atraviesa la
membrana celular y se hidroliza por la accion de la SA-p-Gal y emite fluorescencia a 525

nm en color verde (Debacq-Chainiaux et al., 2009).

La falta de selectividad de la tincion histoquimica impide distinguir células
senescentes de otro tipo de células, debiendo tenerse en cuenta ademas la posibilidad de
obtener falsos positivos (por ejemplo, en cultivos con alta confluencia celular la actividad
de la SA-B-Gal estard aumentada) o falsos negativos (cuando hay insuficiente induccion
de la senescencia). EIl gen encargado de codificar la actividad de la p-D-galactosidasa
(activa con un pH é&cido de 4,5) que a su vez determina la actividad de la SA-B-Gal es el
GLB1. Por ello la supresién de dicho gen disminuye su actividad (Lee et al., 2006).

Para medir la senescencia en 2004 publicaron una técnica en Analytical
biochemistry donde utilizaban el sustrato X-Gal a pH de 6 para aumentar la senescencia
en fibroblastos (aumentando la actividad de la SA-p-Gal). Para ello sembraban los
fibroblastos en placas de 96 pocillos, afiadian el fluorocromo FDG a concentracién de 2
mM e incubaban durante 24 horas. La fluorescencia se media con un fluorimetro,
utilizando un laser con longitud de onda de excitacion de 485 nm y recogiendo la emision
a 535 nm. Este método demostrd que la SA-B-Gal aporta informacion cualitativa y

cuantitativa referente al envejecimiento celular (Yang and Hu, 2004).
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Citometria de imagen

La citometria de flujo convencional permite la obtencion simultanea de datos
morfométricos (cantidad de células y su fenotipo), cuantificar la division celular y
detectar la expresion de multiples proteinas mediante tinciones celulares. En senescencia
permite observar las diversas fases de la diferenciacion celular (Luk et al., 2017). Al
tratarse de un analisis celular multiparamétrico permite la medicion de fluorescencias
maultiples y de dispersion de luz en una suspension de particulas microscépicas mientras
fluyen de forma alineada, focalizandose por un haz de luz laser dentro de un

compartimento de deteccién (cdmara de flujo) (O'Connor et al., 2001).

La medicién de numerosos parametros biolégicos convierte a los citometros de
flujo en herramientas basicas para los hospitales para técnicas rutinarias de contaje celular
en hematologia, determinacion de anticuerpos monoclonales en inmunologia, analisis de
marcadores tumorales en oncologia, estudio del ADN en biologia celular y otros &mbitos
cientificos como la toxicologia, microbiologia o biotecnologia (Valet et al., 2004,
Janossy, 2004).

La citometria de imagen combina la citometria convencional con microscopia
confocal, proporcionando una gran cantidad de imagenes digitales y multiples parametros
estadisticos, proporcionando informacion morfolégica muy precisa a través de las

fotografias de las células (Barteneva et al., 2012).

Los experimentos de esta tesis doctoral se han realizado en el Servicio General de
Apoyo a la Investigacion (SAI) de Citdmica de la Universidad de Zaragoza, con un
citometro de imagen AMNIS® modelo ImageStream X (figura 11). Este instrumento
dispone de dos camaras de alta resolucion posicionadas a distinto nivel para obtener hasta
12 fotografias simultaneas de cada célula y tres objetivos de microscopia de 20, 40 y 60
aumentos. El registro de los datos se realiza a través de histogramas monoparamétricos
y biparamétricos. EI citometro (figura 12) cuenta con 5 laseres en estado solido: laser
ultravioleta (375 nm), azul (488 nm), naranja (658 nm), infrarrojo (785 nm) y luz blanca
(830 nm).
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El Servicio de Citémica ha disefiado la técnica APO 5 para determinar las 5
poblaciones celulares de apoptosis y necrosis que identifica su citbmetro de imagen
(figura 13):

= Doble negativo: Células vivas. Membrana nuclear intacta. Sin tincion.

» Anexina V positivo: Células apoptoticas tempranas. Al tratarse de apoptosis
(muerte celular programada) se invierte la membrana celular, por lo que la
fosfatidil serina migra desde el citoplasma celular hasta la membrana celular.

Alli se une a Anexina V con FITC (fluorescencia verde).

= Doble positivo: Membrana celular perforada, por lo que el IP entra hasta el
nucleo tifiendo el ADN (fluorescencia roja). La fosfatidil serina al haber
migrado a la membrana celular se une a Anexina V con FITC (fluorescencia
verde). En el citbmetro de imagen segun la morfologia de cada célula

podremos distinguir entre:

¢ Células necroptéticas: Membrana celular perforada y nuclear intacta.
Proceso combinado de apoptosis y necrosis con permeabilizacion de la
membrana y liberacion del contenido citoplasmatico al espacio
extracelular e inflamacion del tejido sin que el ADN se vea fragmentado.

¢ Células apoptoticas tardias: Membrana celular perforada. Nucleo

desestructurado.

= |P positivo: Células necroticas. Membrana celular perforada y ADN tefiido

con IP (fluorescencia roja).

Doble negativo  Anexina V positivo IP positivo Doble positivo Anexina V + IP
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Figura 13. Esquema de poblaciones celulares que permite diferenciar la técnica APO 5 (figura de la autora).
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La técnica APO 5 se puede realizar con otros fluorocromos como Anexina V unida
a Ficoeritrina y DAPI. La figura 14 es un esquema de un histograma biparamétrico: en
abscisas se representa la apoptosis y en ordenadas la muerte celular.

Intensidad DAPI

Intensidad Anexina V + PE

Figura 14. Esquema de un histograma biparamétrico del citdmetro
sobre apoptosis y muerte celular (figura de la autora).

En la figura 15 se observa un histograma biparamétrico del citdbmetro con una
muestra control de queratinocitos HaCaT. En el cuadrante inferior izquierdo se
representan las células vivas (97,8%). En el cuadrante inferior derecho las apoptdticas
tempranas (0,28%). En el cuadrante superior izquierdo las muertas (0,16%). Y en el

cuadrante superior derecho las apoptdticas tardias y necroptéticas (APO 5 1,76%).

REDONDAS -HACAT Control 48h Triple DAPI+C12+PE 488_50mW 375_19mW 50-350_1

MC_Ch07 DAPI

Intensity_|

163 - . - apoptoticas tempranas

) ' P — ' ' P — ' ' P ——
0 1e3 le4 1e5 1e6
Intensity_MC_Ch04 PE

Intensity_MC_Ch04 PE, Intensity_MC_Ch07 DAPI

Population Count | %Gated | Mean

REDONDAS & CELLS & FOCUS 7435 | 100 4453,72, 15163,95
vivas & REDONDAS & CELLS & FOCUS 7273 | 97,8 3533,39, 11592,74
apoptoticas tempranas & REDONDAS & CELLS & FOCUS 21 0,28 24373,54, 18987,21
muertas & REDONDAS & CELLS & FOCUS 12 0,16 14261,31, 59837,89
apo 5 & REDONDAS & CELLS & FOCUS 131 1,76 51714,28, 209219,92

Figura 15. Ejemplo de histograma biparamétrico del citometro. Muestra control de queratinocitos HaCaT.
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A partir del histograma previo se amplia la informacion del cuadrante superior
derecho y se analizan las poblaciones celulares segin su morfologia (figura 16). En
abscisas se visualizan las células necroptéticas (nucleo practicamente intacto, membrana
celular rota unida a Anexina V) y en ordenadas las apoptoticas tardias (membranas

nucleares y celulares rotas).

Contraste / morfologia DAPI

Figura 16. Esquema de un histograma biparamétrico del citometro sobre la
morfologia en células apoptoticas y necroptdticas (figura de la autora).

La figura 17 es un ejemplo de un histograma biparamétrico del citometro con una
muestra de queratinocitos expuestos a mostaza sulfurada 3000 uM durante 1 hora. Para
diferenciar la morfologia de las células inicamente se representa el fluorocromo que tifie
el nucleo (yoduro de propidio o DAPI). En el eje de abscisas se representa el contraste y
en ordenadas la intensidad de la fluorescencia. De esta manera se puede distinguir si el
nacleo esta intacto, granulado o fragmentado. Las necroptéticas tienen el nacleo sin

fragmentar, mientras que en las apoptoticas tardias el ADN se encuentra roto.

DOBLE TINCION -HACAT MOST SULF 3000 uM 488_40 mW 785_5mW 50-350_6

NECROPTOTICAS

Intensity_Threshold(MO05, Ch05, 30)_Ch

] g g g g g g g g v g g g ] g g g v g g g
-100 0 100 200 300 400 500
Contrast_Morphology(M05, Ch05)_Ch05

Contrast_Morphology(MO05, Ch05)_Ch05, Intensity_Threshold(M05, Ch05, 30)_Ch

Population Count | %Gated Mean CV

DOBLE TINCION & Cells & Single & Focus 655 100 32,33, 98030,53 152,88, 145,76
NECROPTOTICAS & DOBLE TINCION & Cells & Single & Focus 424 64,7 9,841, 123574,93 85,83, 124,77
APOPTOTICAS TARDIAS & DOBLE TINCION & Cells & Single & Focus 223 34 73,05, 45712,61 79,66, 175,02

Figura 17. Ejemplo de un histograma biparamétrico del citdmetro. Muestra de queratinocitos HaCaT
expuestos a mostaza sulfurada 3000 uM durante 1 hora.
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La figura 18 son fotografias de fibroblastos y queratinocitos HaCaT que se han
analizado en el citémetro de imagen AMNIS®, enfocados con el objetivo de 40 aumentos
del microscopio confocal. Para la fotografia se han seleccionado en el citometro los
canales (Channel) 1 (brightfield o campo claro), 2 (525 nm), 4 (560 nm) y 7 (360 nm).

(@) Células vivas: No se han tefiido con ningun fluorocromo. Pueden distinguirse

la membrana integra y la granulosidad de la célula.

(b) Apoptoticas tempranas: ADN tefiido con anexina + ficoeritrina (canal 4) en

color naranja y la membrana celular comienza a dafarse.

(c) Necroptoticas: Doble tincion, ya que el ADN no esta fragmentado pero se tifie
con DAPI (canal 7) en color azul/violeta y la membrana celular perforada se
tifie con anexina + ficoeritrina (canal 4). En este caso, la fila superior muestra
una célula tefiida con C12- FDG (canal 2) en color verde porque esté senescente.
Para los estudios de senescencia este tipo de células no se han contabilizado
porque sélo interesan las células vivas (no en proceso de muerte celular

programada).

(d) Apoptoéticas tardias: También son doble tincion porque la membrana celular
perforada se tifie con anexina + ficoeritrina (canal 4) y el nicleo desestructurado

se tifie con DAPI (canal 7).

(e) Necroticas: Membrana celular rota pero sin invertir (no es muerte celular

programada), por lo que solo se tifie el ADN con DAPI.

(f) Senescentes: Se mide la SA-B-Gal de los lisosomas tefiida con el fluorocromo
C12— FDG (canal 2) en color verde. Para el estudio de la senescencia de esta
tesis se han seleccionado este tipo de células por no haber iniciado ningin
proceso de apoptosis 0 necrosis.
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(b)

(d)

=

Figura 18. Células fotografiadas con el citometro AMNIS®. (a) Células vivas. (b) Apoptéticas

—

—

— Células vivas

Apoptdticas
tempranas

— Necroptdticas

Apoptoticas
tardias

— Necroticas

— Senescentes

tempranas. (c) Necroptdticas. (d) Apoptoticas tardias. (e) Necroéticas. (f) Senescentes.
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La técnica para cuantificacion de apoptosis y necrosis por citometria de flujo fue
descrita en 2015 en el Journal of Immunological Methods por el grupo de investigacion
de Pietkiewicz. Utilizaban un citometro de flujo clésico y para cuantificar la apoptosis
tefifan las células con Anexina V unida a FITC, mientras que las células necroticas se
marcaban con yoduro de propidio. En los histogramas biparamétricos se tefiian las células
con verde (Anexina V) y rojo (FITC). La poblacion tefiida con ambos colorantes no
definia las poblaciones celulares porque Unicamente se representaban puntos rojos y
verdes (Pietkiewicz et al., 2015). El citmetro de imagen AMNIS® no aporta puntos, sino
que se ve una fotografia de la célula distinguiendose la localizacion celular de la tincion
(nucleo rojo, membrana celular verde en apoptosis). En esta tesis doctoral se ha usado
DAPI en lugar de IP, asi como PE (Phycoerythrin o ficoeritrina) en lugar de FITC.

Las aplicaciones cientificas de la citometria de flujo combinada con
imnunofluorescencia aportan mucha sensibilidad sobre el dafio celular y la apoptosis.
Una investigacion llevada a cabo sobre el Sindrome de progeria atipico (que incluia el
Sindrome de Werner atipico, un envejecimiento precoz que cursa con cataratas juveniles
bilaterales y cambios esclerodermiformes cutdneos) en un modelo in vitro con
fibroblastos se determind que el estrés oxidativo y la radiacion ultravioleta A generaban
mutaciones en el gen lamina A (progerina) de los fibroblastos, causando un
envejecimiento prematuro. Mediante citometria se comprobd que aumentaban las células
apoptoticas tempranas y especies reactivas de oxigeno intracelular, induciendo un

aumento de apoptosis y necrosis (Motegi et al., 2016).

Otro estudio de Noppe combina senescencia y citometria mediante la determinacion
de la actividad de la enzima SA-B-Gal en fibroblastos para diferenciar las diferentes
poblaciones celulares. Se comprobo que los fibroblastos mas viejos expresaban mayor

actividad de la SA-B-Gal segun los diferentes grados de senescencia (Noppe et al., 2009).
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Muerte celular y apoptosis

La muerte celular puede producirse por dos vias: apoptosis y necrosis (tabla 6). La
necrosis celular es un proceso desordenado e independiente de energia con cambios
irreversibles en el ndcleo (caridlisis) y pérdida de la estructura citoplasmética. Se produce
disfuncion mitocondrial, aumento del volumen celular y desencadena citolisis para a
continuacion liberar todo el contenido citoplasmatico al exterior, originando inflamacion

y necrosis del tejido afecto.

La apoptosis en cambio se produce de forma ordenada sin liberar el material celular
al exterior, ya que se encapsula para que lo eliminen otras células mediante fagocitosis.
Seguin Elmore se trata de “un proceso coordinado, dependiente de energia, que involucra
la activacion de un grupo de cistein proteasas denominadas ‘caspasas’ (cysteinyl
aspartate-specific proteases) y una compleja cascada de eventos que unen el estimulo
inicial con la desaparicion definitiva de la célula” (EImore, 2007). Durante la apoptosis
se producen mdaltiples interacciones proteicas (entrecruzamientos, roturas, sintesis,
degradacidn) y un reordenamiento de las estructuras celulares. Esto implica un aumento
del consumo de energia por parte de la célula hasta que se degrada y puede ser “reciclada”
por parte de otras células. La iniciacion de la apoptosis se puede producir de dos maneras:

la via de sefalizacién intrinseca o la extrinseca.

Caracteristicas APOPTOSIS NECROSIS

Células individuales o Generalmente grandes

Numero de células ~ ) ;
pequefios grupos de células cantidades

- Hinchamiento celular,
Volumen celular Encogimiento celular

citolisis
Efecto en la integridad de la . Membrana celular
" Membrana celular intacta -
membrana plasmatica comprometida
. Retenido en cuerpos Liberado al espacio
Efecto en el citoplasma .
apoptoticos extracelular
. Condensacion de la Fragmentacion del nucleo y
Efecto en el nacleo - . : ;
cromatina (picnosis) la cromatina
Procesos de inflamacion No hay presencia de Generalmente inflamacion
tisular inflamacion presente

Tabla 6. Principales diferencias morfoldgicas entre apoptosis y necrosis (Martinez Salazar, 2009).

89



Introduccion

En el caso de la via de sefializacion extrinseca hara falta la interaccion de varias
citoquinas con sus receptores transmembranales: el TNF (factor de necrosis tumoral) que
se unird al receptor de TNF, el TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) que a
su vez se unira a los receptores DR4 (Death Receptor-4) y el FasL (Fatty acid synthase
Ligand) unido al FasR (Fatty acid synthase Receptor). La asociacion de dichas citoquinas
acabara activando las caspasas iniciadoras y a continuacion las caspasas ejecutoras de la
apoptosis.

La via de sefalizacion intrinseca depende de estimulos intracelulares
principalmente a nivel mitocondrial para liberar al citosol sustancias pro apoptoticas:
citocromo C, Smac (Segundo activador derivado de la mitocondria activador de
caspasas)/DIABLO (Direct 1AP-binding protein with low pl) y serin-proteasa
HtrA2/Omi. Su liberacion también activara la via de las caspasas. En el nucleo se
producird fragmentacion del ADN. En la superficie de la membrana plasmatica se
expresaran marcadores de apoptosis como la fosfatidilserina (excelente biomarcador de
apoptosis ya que en condiciones normales se encuentra en el citoplasma pero durante la
apoptosis se localiza en la membrana celular), ofreciendo un mecanismo de

reconocimiento para las células fagociticas (Martinez Salazar, 2009).
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Los gases mostaza son agentes sintéticos altamente toxicos que se han utilizado con
fines bélicos en los siglos XX y XXI. Se trata de sustancias vesicantes que se absorben
principalmente a través de la piel y mucosas produciendo ampollas, edema, irritacion,
ulceraciones y quemaduras, aunque también pueden penetrar en el organismo a través de
la conjuntiva y por via respiratoria. Para su mecanismo de accién se ha sugerido la
produccion de especies reactivas de oxigeno que ocasionan la alquilacion de diversos
componentes celulares, incluido el ADN, ademés de mecanismos inflamatorios y
mutaciones en el material genético que terminan alterando la division celular y en Gltima
instancia, la muerte celular. Cabe destacar que la accion antiproliferativa de las mostazas
ha permitido que en la actualidad se utilicen con fines terapéuticos para tratamientos
oncolégicos. Su implicacién en el estrés oxidativo y la liberacion de radicales libres ha

sido el objeto a estudio de esta tesis doctoral.

Dada la implicacion de los radicales libres en el mecanismo de accion de la mostaza
sulfurada y nitrogenada, en este trabajo se ha propuesto estudiar los efectos protectores
de las sustancias quercetina y vitamina C por ser potentes anti radicales libres con efectos
en liquidos extracelulares, citoplasmaticos e incluso nucleares en el caso de la quercetina.
Para ello se han puesto en marcha modelos celulares de cultivos primarios de fibroblastos
humanos y queratinocitos HaCaT por tratarse de células clave en la principal puerta de

entrada de este toxico.

Los agentes protectores que se han estudiado contra las mostazas han sido la
quercetina (flavonoide con capacidad antioxidante y barredor de radicales libres debido
a sus caracteristicas estructurales, moleculares y conformacionales) y la vitamina C
(molécula hidrofilica con potente accién antioxidante que también destaca por ser un
excelente barredor de radicales libres). La quercetina puede encontrarse en altas
concentraciones como metabolito secundario en frutas, verduras y algunos alimentos
manufacturados como el vino tinto o el aceite de oliva. Es necesaria una aportacion
externa minima de 100 mg al dia de vitamina C (en forma de acido ascérbico o acido

dehidroascorbico) ya que el humano no es capaz de sintetizarla por si mismo.

Nuestra investigacion estudia asi mismo, los efectos de la mostaza sulfurada y
nitrogenada en la senescencia, un proceso celular que se define como la detencién

irreversible de la division celular que se asocia al envejecimiento de los seres vivos con
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cambios moleculares, metabolicos y morfoldgicos que pueden observarse tanto en
condiciones in vivo como in vitro. Aunque las células senescentes no puedan replicarse
contindan siendo metabdlicamente activas e interfieren con las células de su entorno y la
matriz. El acimulo de células senescentes en los diferentes tejidos del organismo se

relaciona con la progresion de patologias relacionadas con la edad.
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HIPOTESIS

Tras una revision bibliografica sistematica podemos elaborar una serie de
reflexiones de las que deriva la hipdtesis de esta tesis doctoral que se centra en que las
sustancias anti radicales libres muy permeables a través de las membranas celulares
previenen y atenuan el dafio, disminuyendo la mortalidad provocada por la mostaza

sulfurada y nitrogenada.

OBJETIVOS:
Principal

Analizar la toxicidad aguda de la mostaza sulfurada y nitrogenada a nivel celular,
utilizando un modelo de fibroblastos humanos y cultivos celulares de queratinocitos

HaCaT, ensayando posibles sustancias protectoras como quercetina y vitamina C.

Parciales

e Evaluar y medir la toxicidad de la mostaza sulfurada y nitrogenada sobre
fibroblastos humanos y cultivos celulares de queratinocitos HaCaT.

e Cuantificar el posible efecto protector preventivo de la quercetina en fibroblastos
y queratinocitos HaCaT expuestos a mostaza sulfurada y nitrogenada.

e Determinar los efectos protectores de la vitamina C en el mismo tipo de células
expuestas a los mismos toxicos.

e Estudiar el efecto simultdneo de ambas sustancias (quercetina y vitamina C) para
comprobar si se potencian entre si y dan mayor grado de proteccién frente a los
toxicos.

e Estudiar los efectos de la quercetina y vitamina C sobre los diversos tipos de
muerte celular inducidos por mostaza sulfurada y nitrogenada.

e Disefiar un nuevo protocolo de estudio de senescencia celular asociada a la
actividad de la enzima SA-B-Gal utilizando el fluorocromo Ci-FDG vy
cuantificandolo en células vivas por citometria de imagen.

e Estudiar los efectos de la mostaza sulfurada y nitrogenada sobre la senescencia

celular.
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MATERIAL.:
Bioldgico

El uso de cultivos in vitro de células animales y humanas constituye un modelo
experimental eficaz cuando se realiza bajo estandares de calidad y manteniendo la
rigurosidad del método cientifico. La puesta en marcha del cultivo se hace a partir de
fibroblastos dérmicos procedentes de cultivos primarios de piel humana que se
conservan congelados a -80 °C en nitrégeno liquido dentro de criotubos con un 90% de
suero fetal bovino (SFB) como nutriente y un 10% de dimetil sulfoxido (DMSQO) como
crioconservante de las membranas celulares. Los fibroblastos son las células
fundamentales de la dermis y tejidos conectivos. Sintetizan diferentes tipos de fibras
(col&geno, elastina y reticulina) y producen sustancia fundamental (proteinas donde se
fijan sales minerales dando lugar a un gel de acido hialurénico, proteoglicanos y
glicoproteinas) permitiendo de este modo el mantenimiento de la matriz extracelular. Los
fibroblastos son células muy activas con morfologia heterogénea de huso o estrellada,
dotados de un reticulo endoplasmico rugoso bien desarrollado encargado de sintetizar las
moléculas precursoras de las fibras conectivas (Saalbach et al., 1996). Ademas, se pueden
encontrar fibrocitos de tamafio mas pequefio, con una capacidad de secrecion
relativamente baja, desprovistos de actividad metabdlica y localizados en los tejidos
conectivos maduros. Los fibroclastos en cambio tienen la capacidad de fagocitar
coldgeno. Los miofibroblastos actGan en la cicatrizacion y mediante microscopia
electronica se pueden visualizar en su interior miofilamentos, actina muscular lisa y
desmina (Eyden, 2001).

El otro sustrato celular utilizado es una linea continua de queratinocitos humanos
HaCaT que se transforma espontaneamente en linea celular de queratinocitos inmortales
aneuploides (numero de cromosomas anormal). Los queratinocitos conforman el 90-95%
de las células de la epidermis y se distribuyen en diferentes estratos que varian segun la
zona del cuerpo. Se forman a partir de células madre de la capa basal y durante su
migracion hacia capas mas superficiales se van diferenciando hasta su eliminacion a los
30 dias (Ishida-Yamamoto and lizuka, 1998). Su morfologia varia dependiendo de la capa

epidérmica en la que se encuentra. En la capa basal tienen forma cubica o columnar,
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citoplasma basofilo y nucleo grande, alinedndose de forma perpendicular a la membrana
basal a la que se anclan a través de hemidesmosomas. Cuando se encuentran en la capa
espinosa son mas grandes, poligonales, con citoplasma eosinofilico y nucleo vesicular.
En la capa granulosa se aplanan disponiéndose paralelamente a la piel y alargandose,
presentando granulos poligonales basofilos de queratohialina y queratina. En cambio, en
la capa coOrnea se aplanan todavia més con forma hexagonal, adquieren tonalidad
eosindfila, se desprenden de la superficie cutanea, nucleo y organelas citoplasmaticas

para cumplir su funcién de barrera pasando a llamarse corneocitos.
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Reactivos para cultivo celular:

a. Anfotericina B: 250 ug/mL. Fungizone®, Gibco BRL®, n° ref. 043-05290D, 20
mL. Antibidtico y antifngico utilizado para preservar el medio de cultivo
DMEM.

b. DMEM: Dulbecco s Modified Eagle’s Medium, 4.5 g bajo en glucosa (1000 mg/L
Glucose, 4.00 mM L-Glutamine, 110 mg/L Sodium Pyruvate), Cultek® n° ref.
H3BE12-604F, 500 mL. Medio de cultivo que permite el mantenimiento de las
celulas promoviendo su desarrollo y actuando también como sistema tampon que
permite el control del pH gracias a la fenolftaleina de color rosa (pH = 7,4) que en
condiciones de pH &cido (pH = 6) vira hacia color amarillo y en pH alcalino (pH
= 8) se torna azul o violeta. En los experimentos se utiliz6 medio DMEM

enriquecido.

c. DMSO: Dimetilsulfoxido. Merck®, n° ref. 200-664-3, 100 mL. Liquido organico
incoloro utilizado para disolver los cristales de formazan del reactivo MTT y

como conservante para las células congeladas en nitrogeno liquido.

d. Isopropanol: CH3CHOHCHs. PM 60,10 g/mol. PanReac®, AppliChem, n° ref.
131090.1214. Alcohol, disolvente organico utilizado en la técnica con MTT y
reactivo del citometro AMNIS®.

e. Mostaza nitrogenada: Bis (2-cloroetil) amina clorhidrato. C4sH9CI2N-HCI. PM
178,49 g/mol. Sigma-Aldrich®, n° ref. B38503-25G, Lote S38713V. Reactivo en
polvo. Al tratarse de una sustancia toxica irritante, el manejo del reactivo requiere

EPI y cabina de seguridad.

f. Mostaza sulfurada: Bis (2-Cloroetil) sulfuro. C4HeCIS. PM 124,63 g/mol.
Sigma-Aldrich®, n° ref. 242640-5G, Lote MKBR5494V. Ficha técnica:
compuesto carcindgeno de primera categoria, mutagénico en células germinales.
Estado liquido, color amarillo palido casi incoloro. Pureza 97,5%. Densidad
relativa: 1,07 g/cm®a 25 °C. Conservar refrigerado entre 2 y 8 °C. La Comunidad
Europea lo clasifica como liquido inflamable de categoria 3 con punto de
inflamabilidad a 52 °C, corrosivo en metales, piel (categoria 1B) y ojos. Al
tratarse de una sustancia toxica irritante, el manejo del reactivo requiere EPI y

cabina de seguridad.
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MTT: Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide. Sigma®, n°. Ref. M5655-1G. Sal de
tetrazolio soluble en agua de color amarillo que permite medir proliferacion y
viabilidad celular. ElI MTT al reducirse se convierte en formazano de color
purpura e insoluble en agua (figura 19). Es un ensayo colorimétrico que permite
medir viabilidad celular. Para su cuantificacion se utilizan disolventes organicos

como el DMSO o el isopropanol.

s o NAD(P)H NAD(P) BN —N
j"' 3 % Y
o~ h
o
MTT (sal de tetrazolio) Formazano de MTT
Forma oxidada Forma reducida

Figura 19. Accidn de la coenzima NADP™.

Penicilina con estreptomicina: Penicilina 5,000 Unidades/mL, Estreptomicina
5.000 png/mL. Gibco BRL®, n° ref. 15070-063, 100 mL. Asociacion antibiética
sinérgica de amplio espectro bactericida utilizada para la conservacion del medio
de cultivo DMEM.

RPMI: 1640: D-Glucosa 2000 mg/L, Glutatién 1 mg/L, Rouge de Phénol 5 mg/L.
Biological industries®, n° ref. 01-100-1A, 500 mL. Medio de cultivo con gran

cantidad de fosfatos, disefiado para ser utilizado en una atmésfera con 5% de CO..

PBS: Phosphate Buffered Saline. Tampon fosfato salino estéril para cultivo
celular. En este estudio se ha comprado especificamente sin calcio ni magnesio.
Lonza BioWhittaker®, n° ref. BE17-516Q, 1 L. Su accién tampon permite regular
el pH y al tener una osmolaridad similar al liquido extracelular de los mamiferos

y ser isoténico es inocuo para las células.

SFB: Suero fetal bovino. Cultek®, n° ref. 9151810-500, 500 mL. Complemento
para medios de cultivo que aporta bajo nivel de anticuerpos y contiene factores de

crecimiento.

Tripsina con EDTA: EDTA 200 mg/L, Tripsina 170.000 U/L. Lonza
BioWhittaker®, n° ref. BE17-161E, 100 mL. Enzima de origen porcino empleada
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para despegar células adheridas y romper uniones intercelulares. ElI EDTA, sal
sodica del &acido etilendiaminotetraacético, se utiliza como quelante de iones

calcio y magnesio.

. WST-1 Sal soluble de tetrazolio: Cell Proliferation Reagent WST-1. Roche®, n°
ref. 05015944001, 800 tests. También se ha utilizado WST-1, Sigma Aldrich®,
n® ref. 11644807001, 25 mL. En células viables la enzima deshidrogenasa
mitocondrial lo transforma en formazan (figura 20) que puede determinarse
colorimétricamente mediante espectrofotometria de placas en color rojo oscuro
(450 y 630 nm). Cuanto mayor es la proliferacion, mayor es la actividad

mitocondrial, resultando en una mayor hidrolisis del reactivo.

Succinato NO,
NO. Tetrazolio-reductasa
: 1
+ »
0f A o
N / G i N
N \\/é \ \ N/
SO3Na ECH EC S0
SOsNa \ \ s SONa
N b #
WST-1 WST-1 — » Formazén m’:d';
(slightly red) (rojo débil) (rojo oscuro)

Figura 20. Accion de la enzima succinato tetrazolio-reductasa.
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Fluorocromos

Moléculas capaces de absorber energia en una longitud de onda especifica (tabla 7)
y volver a emitirla en una longitud de onda mayor (con menos energia). Casi todos los
fluorocromos que se han utilizado se encuentran unidos a Anexina V, proteina celular
utilizada en citometria de flujo para detectar células apoptoticas por su capacidad de
unirse a fosfatidilserina. Los fluorocromos utilizados deben conservarse refrigerados

entre 2 y 8 °C, protegidos de la luz.

Tipo C 100-280 nm
Ultravioleta Tipo B 280-315 nm
Tipo A 315-400 nm

Violeta 400-455 nm 71 VWWWWWWWY

Azul 455-490 nm VVVVVVVV!

o Verde 490-570 nm /\/\/\/\/\/\/\
Espectro visible L NSNS

Naranja 590-620 nm
Rojo 620-780 nm \/\/\/\/-
Tipo A 780-1400 nm
Infrarroja Tipo B 1400-3000 nm

Tipo C 3000 nm -1 mm

Tabla 7. Espectro electromagnético (tabla de la autora).

a. Anexina V con Alexa Fluor: Annexin V and Alexa Fluor™ 488 conjugate,
Thermo Fisher®, n° ref. A13201, 500 uL (figura 21). Fluorescencia verde.
Método de deteccion de la externalizacion de la fosfatidilserina como indicador
precoz de apoptosis. En la grafica encontramos en abscisas la longitud de onda
(nm), en ordenadas la intensidad relativa (%), la linea discontinua representa la
curva de excitacion, la linea continua la curva de emision, el pico de excitacion se
situa a 488 nm y el pico de emision a 520 nm (verde). Inicialmente se realizaron
experimentos con este fluorocromo pero los resultados fueron confusos, por lo

que se descartd su uso.
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® Alexa Fluor 488

iy

Figura 21. Espectro de excitacion y emisién del fluorocromo AlexaFluor 488.

b. Anexina V con FITC: Annexin V and FITC conjugate, Thermo Fisher®, n° ref.
A13199, 500 uL (figura 22). Fluorescencia verde. Permite estudiar la
externalizacion de la fosfatidilserina como indicador precoz de la apoptosis. En
abscisas se representa la longitud de onda (nm), en ordenadas la intensidad relativa
(%), la linea discontinua representa la curva de excitacion, la linea continua es la
curva de emision, el pico de excitacion se sitla a 488 nm y el pico de emision a
517 nm (verde).

Figura 22. Espectro de excitacion y emision del fluorocromo FITC.
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c. Anexina V con Alexa Fluor™ + IP: Annexin V and PI (Alexa Fluor™ 488 and

Propidium lodide), Thermo Fisher®, n° ref. V13241, 50 assays (figura 23). Asi
mismo también se ha utilizado Annexin V, Apoptosis Detection Kit with PI,
BioLegend®, n° ref. 640914, 100 tests. Fluorescencia verde y roja. La Anexina
V unida a Alexa Fluor™ detecta la apoptosis temprana y el yoduro de propidio la
mortalidad. PM yoduro de propidio 668.4 g/mol. En abscisas se representa la
longitud de onda (nm), en ordenadas la intensidad relativa (%), la linea
discontinua es la curva de excitacion la linea continua es la curva de emision, los
picos de excitacion se encuentran a 305 y 500 nm y los picos de emision a 619 y
675 nm (rojo).

* Propidium lodide (P1)

Figura 23. Espectro de excitacion y emisién del fluorocromo yoduro de propidio.

d. Anexina V con FITC + IP: Annexin V Dy634 Kit (Apoptosis detection Kit),
ImmunoStep®, n° ref. 681116, 100 tests (figura 24). Asi mismo se ha utilizado
otro kit de un laboratorio diferente, FITC Annexin V (Apoptosis detection kit) with
PI, BioLegend®, n° ref. 640914, 100 tests. Fluorescencia verde y roja. La anexina
V con FITC mide la apoptosis en fluorescencia verde y el yoduro de propidio mide
la mortalidad celular en fluorescencia roja. En abscisas se representa la longitud
de onda (nm), en ordenadas la intensidad relativa (%), la linea discontinua
representa la curva de excitacion, la linea continua la curva de emision, el pico de
excitacion del FITC (verde) se sitia a 488 nm y su pico de emision a 517 nm
(verde), los picos de excitacion del yoduro de propidio (rojo) se sittan a 305 y 500

nmy los picos de emision a 619 y 675 nm (rojo).
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* Propidium lodide (Pl)

Figura 24. Espectro de excitacion y emisién de los fluorocromos FITC y yoduro de propidio.

e. Anexina V con PE (Ficoeritrina) + 7-AAD: Annexin V and PE, Apoptosis

Detection Kit with 7-AAD, BioLegend®, n° ref. 640934, 100 tests (figura 25).
Fluorescencia naranja. La anexina V se une a ficoeritrina y permite diferenciar
celulas apoptéticas con fluorescencia amarilla a 590 nm y el 7-AAD identifica las
células necréticas con fluorescencia roja a 650 nm (el colorante se acumula en el
citoplasma). En abscisas se representa la longitud de onda (nm), en ordenadas la
intensidad relativa (%), la linea discontinua es la curva de excitacion, la linea
continua es la curva de emision, los picos de excitacion de la Ficoeritrina
(amarillo) se sitlan a 496 y 566 nm, el pico de emision a 575 nm (amarillo), el
pico de excitacion del 7-ADD (rojo) se sita a 550 nmy el pico de emision a 650
nm (rojo). Inicialmente se realizaron experimentos con este fluorocromo, pero
los resultados fueron mejor con el yoduro de propidio, por lo que se descarto el
uso del 7-ADD.

Figura 25. Espectro de excitacién y emisién de los fluorocromos Ficoeritrina (PE) y 7-ADD.
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f. DAPI (4'6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate): DAPI, BioLegend®, n° ref.
422801, liofilizado (en polvo) (figura 26). Ci6HisNs. PM 277.324 g/mol. En
abscisas se representa la longitud de onda (nm), en ordenadas la intensidad relativa
(%), la linea discontinua representa la curva de excitacion, la linea continua la

curva de emision, el pico de excitacion del DAPI se sitia a 355 nm (laser

ultravioleta) y el pico de emision a 360 nm (azul).

Figura 26. Espectro de excitacion y emisién del fluorocromo DAPI.

g. FDG: Fluorescein-di-B-D-galactopiranésido.  Biosynth Carbosynth®, n° ref.
EDO03235, 5 mg (figura 27). Ci>-FDG. PM 853,9 g/mol. Reactivo en polvo.
Fluorescencia verde. Pico de excitacion a 488 nm (laser ultravioleta), pico de

emision a 520 nm (verde).

Molécula permeable a la membrana e
hidrolizable por accion de la SA-B-Gal,
enzima que se encuentra en mayor

cantidad en las células senescentes

(lisosomas). Al hidrolizarse y excitarse
NH*ﬁ*[CH\ CH
0

21073 con el laser emite fluorescencia verde

proporcional a la actividad enzimatica y

Figura 27. Estructura quimica del C1>-FDG. ,
detectable por espectrofotometria.
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Equipos

a. Agitador de mezclas Vortex, Heidolph®, Reax top: Permite agitar tubos de

ensayo evitando el deslizamiento (figura 28 a).

b. Agitador orbital, Optic Ivymen System®: Permite un mezclado estable y

continuo durante varios dias con control de temperatura (figura 28 b).

c. Balanza electronica, AND®, HR-120: Permite pesar hasta 120 g con una

resolucion de 0,0001 g (figura 28 c).

Figura 28. (a) Agitador de mezclas Vortex, Heidolph®. (b) Agitador orbital, Optic Ilvymen System®. (c)
Balanza electrénica, AND®.
d. Barfio termostatico, JP Selecta®, Unitronic Or: Permite mantener las células a

temperatura constante (figura 29 a).

e. Cabina de seguridad microbiolégica clase Il, Telstar®, Bio-11-A: En
cumplimiento con la norma europea EN 12469 sobre cabinas de seguridad

microbioldgica, garantiza trabajar con toxicos de forma segura (figura 29 b).

f. Centrifuga, Eppendorf®, 5810R (figura 29 c).

7 ey (b)

Figura 29. (a) Bafo termostatico, JP Selecta®. (b) Cabina de seguridad clase Il, Telstar®. (c)
Centrifuga, Eppendorf®,

111



Material y métodos

g. Citometro de imagen, AMNIS®, ImageStream X (figura 30): Permite el
seguimiento electronico de células en movimiento (citometria de flujo) que
combinado con un sistema de microscopia confocal (lentes de 20, 40 y 60
aumentos) caracteriza morfologicamente las células conforme van pasando por

delante de los laseres obteniendo, hasta doce fotografias de cada célula.

Figura 30. Citémetro de imagen, AMNIS®, SAI Citdmica, Universidad de Zaragoza. (a) Fotografia del
aparato. (b) Cémara de flujo con los tres objetivos del microscopio confocal (20, 40 y 60 aumentos). (c)
Léseres de 785, 658, 488 y 375 nm.

h. Espectrofotdémetro de microplacas termostatizado, BioTeK®, EonTM (figura
31 a): Microplacas de 6, 12 6 96 pocillos segun la necesidad del experimento.
Permite medir la absorbancia con longitud de onda comprendida entre 200 y 900
nm (los trabajos realizados se han utilizado preferentemente a 450 y 630 nm).

Permite variaciones de 1 nm y control de temperatura.

i. Estufa de cultivo, Binder® (figura 31 b): Para mantenimiento de cultivos

celulares a temperatura de 37 °C y con aporte de CO> al 5%.
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j.  Microscopio de contraste de fases, Nikon®, Eclipse TE2000 (figura 32 a):

Permite visualizar los frascos de cultivo con mayor comodidad con objetivos de
10, 20, 40 y 100 aumentos.

Figura 31. (a) Espectrofotémetro de microplacas, BioTeK®. (b) Estufa de cultivo, Binder®.

k. pHmetro, Crison®, micropH 2002 (figura 32 b): Permite la medicién del pH de

las disoluciones con una resolucion de 0,01 pH.

Figura 32. (a) Microscopio de contraste de fases, Nikon®. (b) pHmetro,
Crison®
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Material fungible

a. Tubos de ensayo (figura 33 a): Diferentes tipos, capacidades y marcas
(Eppendorf®, Falcon®).

b. Frascos para conservacion de cultivos celulares, Falcon® y Nunc® (figura 33
b): Capacidad de 25 cm? (50 mL) y 75 cm? (250 mL).

c. Placas de cultivo, Corning Incorporated®, Falcon® y Thermo Scientific®
(figura 33 ¢): 6, 12 y 96 pocillos.

Figura 33. (a) Tubos de ensayo. (b) Frascos de cultivo. (c) Placas de 6, 12 y 96 pocillos

d. Micro pipetas automaticas, Labnet®y Gilson®: 2, 20, 200, 1000 y 5000 pL
(figura 34 a).

e. Pipetas multicanal, Rainin®, Pipet-Lite™ XLS™: Pipetas de 8 canales de 1-10
y de 20-200 pL (figura 34 b).

f. Puntas de pipetas de precision desechables, Gilson® (micropipetas) y

Rainin®(multicanal): Para micropipetas automaticas puntas de 5, 10 y 25 mL.

Para pipetas multicanal puntas LTS BioCleanUItra™ de 1-20 y 20-200 pL (figura
34¢).

Figura 34. (a) Micro pipetas automaticas, Labnet®. (b) Pipetas multicanal, Rainin®. (c) Puntas de
pipetas
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METODOS:

El estudio se inicio con una busqueda bibliogréafica sistematica de documentos,
revisiones y estudios cientificos sobre la mostaza sulfurada y nitrogenada, quercetina,
vitamina C y senescencia. Las bases de datos utilizadas incluyen Medline (Biblioteca
Nacional de Medicina de Estados Unidos), Biblioteca Cochrane (base de datos sobre
ensayos clinicos controlados en medicina y ciencias de la salud) y Scielo (revistas
cientificas latinoamericanas y espafiolas sobre ciencias de la salud). Los tesauros
utilizados fueron: mustard gas, quercetin, flavonoids, antioxidant, vitamin C, ascorbic
acid, senescence y apoptosis. Ademas, se analizaron las referencias bibliogréficas de
algunos articulos para completar la bdsqueda con otros estudios en esa area. Se han
incluido articulos cuyo titulo y abstract se adecuaba al tema a estudio, encontrandose la
mayoria en inglés y alguno en castellano. En la bdsqueda se excluyeron articulos con
antigliedad superior a 23 afios a excepcion de 3 articulos por interés historico. Finalmente
se utilizaron 94 articulos sobre mostazas, 88 articulos sobre quercetina, 40 articulos sobre
senescencia, 15 articulos sobre vitamina C y 3 de miscelanea, sumando un total de 240
articulos. Se ha utilizado el gestor bibliografico EndNote (version X9.3.3), organizando
las referencias mediante el estilo Harvard que emplea el sistema “(autor, afio)” a lo largo

del cuerpo del texto sin notas a pie de pagina.

El andlisis estadistico se ha realizado mediante los programas Microsoft Excel®.
Los gréaficos también han sido disefiados mediante el programa Microsoft Excel®. En
cada apartado se ha realizado un andlisis descriptivo obteniendo la media y desviacion
estandar de cada grupo. Posteriormente, se ha aplicado la prueba de Kolmogérov-
Smirnov para determinar el ajuste de las distribuciones, verificando que las variables
siguiesen la normalidad en la distribucion. En caso de no seguir la normalidad se ha
aplicado la prueba de la U de Mann-Whitney, valorando las diferencias estadisticas
significativas de dos muestras cuantitativas con distribucion no paramétrica. Cuando el
analisis ha implicado tres 0 mas muestras se ha aplicado la prueba de Kruskal-Wallis para
comprobar si algun grupo de datos provenia de la misma poblacién y, a continuacion, la
U de Mann-Whitney en cada pareja de muestras. El nivel de significacion estadistica (p)

en todas las hipétesis de trabajo ha sido 0,05.

Los experimentos se han repetido tres 0 mas veces. A continuacion, se reflejan los

principales protocolos que se han llevado a cabo en el laboratorio.
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Protocolo de descongelacion de fibroblastos dérmicos para cultivo celular

1) Colocar los criotubos al bafio Maria a 37 °C. Tras 2 6 3 minutos se logra que

pasen a fase liquida.
2) Centrifugar a 800 rpm durante 3 minutos.

3) Eliminar el sobrenadante que contiene DMSO (téxico para el crecimiento

celular).

4) Recoger el pellet celular con pipeta automaética e introducir en un frasco de
cultivo con medio DMEM enriquecido (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,

4,5 g bajo en glucosa, el bote del fabricante contiene 500 mL).

= DMEM enriquecido: Afadirle un 10% de SFB (50 mL) + 1% de antibi6tico

penicilina-estreptomicina (5 mL) + 1% de antifungico anfotericina B (5 mL).

Mantenimiento del cultivo celular:

Las células provienen de un cultivo de fibroblastos primarios (células
indiferenciadas con cariotipo original no modificado, supervivencia aproximada de varios
meses) y una linea celular de queratinocitos HaCaT que se preservan en frascos con

superficie de 25 cm?y 75 cm?.

Los fibroblastos se pueden mantener con medio de cultivo DMEM enriquecido o
RPMI y los queratinocitos HaCaT se mantienen mejor con medio RPMI. Se han
cultivado en una estufa de cultivo Binder® a 37 °C con gas carbdgeno (5% de CO, + 95%
de Oy).

Cuando alcanzan un 90-95% de confluencia celular se procede a tripsinizar para
subcultivar segun la necesidad de muestras: nuevos frascos de cultivo, placas de 6 pocillos
(2 mL/pocillo), 12 pocillos (1 mL/pocillo) 6 96 pocillos (100 pL/pocillo). En caso de
tiempos prolongados entre experimentos las células se congelan a -80 °C o en nitrégeno

liquido, en un medio para congelacién con 90% de SFB y 10% de DMSO.
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Protocolo de tripsinizacion: Permite la separacion celular.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Retirar con la pipeta estéril el medio de cultivo para evitar que sus proteinas

bloqueen la tripsina.
Lavar las células con PBS (2 minutos). Eliminar el PBS. Repetir este proceso.

En placas de 6 pocillos, afiadir en cada pocillo 1 mL de tripsina + EDTA (200
mg/L) precalentada a 37 °C en fibroblastos y 2 mL en queratinocitos HaCaT
(estas células se encuentran en mosaico con una capa de queratina superficial
que dificulta la separacién celular). Incubar los fibroblastos y queratinocitos
durante 5 y 10 minutos respectivamente. Observar el despegamiento celular en

microscopio, moviendo suavemente el frasco para favorecer la separacion.

Para bloquear la tripsinizacion afiadir SFB frio, colocando el frasco o placa de

cultivo sobre hielo picado.

Retirar las células (Lucien et al., 2014) con pipeta y depositarlas en tubos
estériles Falcon® de 5 6 50 mL segun la cantidad. Agitar levemente en vortex.

Centrifugar a 850 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Desechar el sobrenadante con
pipeta y al pellet afiadirle medio de cultivo DMEM enriquecido hasta el borde
del tubo.

Agitar manualmente y centrifugar de nuevo las células. Desechar el

sobrenadante.

En caso de querer conservar las células en la estufa, afiadir al pellet medio de
cultivo (DMEM enriquecido o RPMI) y sembrar las células en placas o frascos.
En caso de placas de 6 pocillos afiadiremos 6 mL de medio de cultivo al tubo,
agitar brevemente y distribuir 1 mL en cada pocillo. En caso de placas con 12
pocillos habra que afadir también 6 mL de medio al tubo pero se distribuiran 0,5
mL de la mezcla por pocillo. Para las placas de 96 pocillos afiadir 10 mL al tubo

y sembrar 0,1 mL por pocillo.

Si se desea realizar algin experimento se procedera a realizar el protocolo de los
protectores celulares, toxicidad con mostazas, apoptosis o0 senescencia. Si se va
a trabajar con fluorocromos habra que alicuotar en tubos Eppendorf® de 1,5 mL
aptos para el citdmetro AMNIS® (el citdmetro requiere 200 pL/tubo).
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Técnica para calcular disoluciones de mostaza nitrogenada: La mostaza nitrogenada se

suministra como reactivo en polvo, por lo que su manejo requiere conversion a soluciones

liquidas a diferentes concentraciones. En cada experimento debe realizarse nuevamente

la disolucion porque tiene un indice de volatilidad alto que no permite su conservacion

hasta el dia siguiente. EI PM es 178,49 g/mol. Al tratarse de un téxico irritante, su manejo

requiere EPI adecuado y cabina de seguridad.

118

1) Para calcular los gramos por experimento, aplicar la siguiente férmula:

8 M: Molaridad
« M =124 g: Gramos de sustancia (g)
L PM: Peso molecular (g/mol)
L: Litros (L)

= Por lo que de la férmula anterior se deduce que:
g=MxPMxL

2) Revisando la bibliografia se decide trabajar con una solucion stock 50 mM (0,05
M), fabricando cada vez 4 mL (0,04 L) de solucion. Aplicando la férmula previa

deducimos que:
= g=0,05x 178,49 x 0,04 = 0,03569

3) Disolver 0,03569 g de mostaza nitrogenada en 4 mL de agua destilada para

obtener la solucion stock 50 mM.

4) A partir de esta solucion stock se fabricaron concentraciones celulares finales de
100 puM, 250 uM, 1000 puM, 2500 uM y 5000 uM para el calculo del ICsqo.
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Técnica para calcular disoluciones de mostaza sulfurada: La mostaza sulfurada se
suministra en estado liquido (conservacion entre 2 y 8 °C), por lo que se diluyd para
obtener diferentes concentraciones. Esta mostaza todavia es més irritante que la
nitrogenada puesto que su punto de inflamacion es a 52 °C y su manejo también requiere
EPI adecuado y cabina de seguridad. EI PM es 124,63 g/mol. En el frasco del fabricante

se especifica que la concentracion del liquido es 1,07 g/mL, sin indicar su molaridad.

1) Para calcular la molaridad se aplica la siguiente formula:

- M: Molaridad
- M=24 g: Gramos de sustancia (g)
L PM: Peso molecular (g/mol)
L: Litros (L)

= Por lo que se deduce que:

1,07
,63
0,001

—_
N
N

M =

= 8,58541

Dado que 8,585 M es una solucibn muy concentrada y revisando la
bibliografia las concentraciones finales celulares son en micromoles (200 a

2000 puM) se procedi6 a hacer una solucion stock diluida 300 mM (0,3 M).

2) Para fabricar 5 mL de solucion de MS a concentracion 300 mM se partio de la
solucién original 8,585 M. Tuvo que diluirse 28,6 veces, por lo que se mezclaron
0,175 mL de MS y 5 mL de agua destilada.

3) A partir de esta solucion stock 300 mM se fabricaron las concentraciones
celulares finales de 250 uM, 1000 uM, 2500 uM y 5000 UM para el célculo del
1Cso.
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Protocolo para calculo de dosis toxica en mostazas (1Cso): Medicion de la dosis capaz de

matar a la mitad de las células del cultivo.

120

1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)
8)
9)

Tras aplicar el protocolo de tripsinizacion (pagina 117), sembrar las céelulas en
placas de 6, 12 6 96 pocillos segun el experimento. Una vez sembradas, los
fibroblastos requieren una semana de crecimiento en estufa para alcanzar el
100% de confluencia celular. En caso de queratinocitos HaCaT deben cultivarse
durante dos semanas.
Retirar el medio de cultivo.
Para trabajar con fibroblastos afiadir en cada pocillo 1 mL de medio DMEM
enriquecido. En experimentos con HaCaT afiadir 2 mL de medio RPMI.
Afadir en cada pocillo el tdxico a estudio (mostaza sulfurada o nitrogenada,
figura 35). Para calcularlo se utiliza la siguiente férmula:
= VxC=V'x(C
V: Volumen del toxico en solucién stock (uL)
C: Concentracion del toxico en solucion stock (LM)

V’: Volumen del toxico para afiadir en cada pocillo (pL)
C’: Concentracion final del toxico en células (LM)

00
Q0

Figura 35. Placa para testar 1Cso en mostazas (figura de la autora).

Para averiguar el 1Cso de las mostazas se realizaron experimentos con distintos
tiempos de incubacion (30 minutos, 1 hora, 2 horas o0 24 horas).

Retirar el medio con el toxico.

Afadir medio de cultivo nuevo (repetir paso numero 3).

Mantener en estufa durante 24 horas.

Analizar las células en el citobmetro para valorar apoptosis y necrosis o en el

lector de placas Eon® para viabilidad con MTT.
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Protocolo para medir la viabilidad celular con MTT:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Cultivar las células en dos placas de 96 pocillos (una placa de control y otra de
toxicos), dejando la primera y la ultima columna (1 y 12) sin sembrar células
(blancos) (figura 36). En la placa de controles habra que afadir sustancias
protectoras a diferentes concentraciones. En la placa de toxicos habra que afiadir

concentraciones crecientes de mostaza segun la columna e incubar durante 1

hora.
Placa de controles _ Placa de toxicos
@ ololololololololele © W @ ololeolololelololole @
© 0/0/0/0/0/0/00]0]0 O N © 0/0]0/0/6/6/0]0]0)0 ©)
© 0/0]0]0/0]0/0]0]0l0 O, [N © ¢]0]0)0/60]0]0]0]0)® ©)
© 0/0]0]0/0]0/0]0]0l0 O, I [© 00]0)60/6060/0]0]0]0 ©)
© 00]0/00]0/0]0]0/0 6 [ © ©/60]0/6/0]0/0010)0 ©
© 0/0]0]0/0]0/0]0]0l0 O, N © ¢0]0)0/60]0]0]0]0]® ©)
© 0000000000 ¢ I © 6/0]0/0/6/0/0)0]0)® ©)
OO0 O0O0OOOOY 1IJOOOOOOOOOO0
Blancos Blancos BEncos Blancos

Figura 36. Placas para medir viabilidad celular con MTT (figura de la autora).

Preparar el MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, reactivo en polvo).
Disolver 5 mg en 1 mL de agua destilada. Este reactivo se almacena a 4 °C, por
lo que para su uso debe calentarse a 37 °C y mezclarlo suavemente.

Retirar el medio de cultivo de los pocillos con la pipeta multicanal.

Afadir 100 uL de DMEM + 20 pL de solucién MTT (5 mg/mL) en cada pocillo,
incluidos los pocillos blancos.

Incubar las placas en estufa a 37 °C durante 3 horas.

Afadir 150 uL de DMSO en cada pocillo. Al afiadir el DMSO se forman los
cristales de formazan de color purpura
(figura 37).

Cubrir con papel de aluminio.

Mezclar en el agitador orbital durante 15

minutos.

Realizar la lectura de la absorbancia a
590 nm con un filtro de referencia de 620

Figura 37. Placa de viabilidad celular
con MTT.

nm en el espectrofotometro Eon®.
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Protocolo de sustancias protectoras para medicion por espectrofotometria: Quercetina

y vitamina C.

1) En la placa de 96 pocillos retirar el medio de cultivo DMEM enriquecido.
2) Lavar con PBS.
3) Afadir en cada pocillo las sustancias protectoras a estudio:
= Controles: 100 pL de medio DMEM enriquecido.
= Quercetina: Partiendo de solucion stock (100 pM):
= Para conseguir una concentracion 1 uM: Quercetina stock 1 pL +
99 pL DMEM enriquecido.
= Para conseguir una concentracion 2,5 uM: Quercetina stock 2,5 pL
+ 97,5 uL DMEM enriquecido.
= Vitamina C: Partiendo de solucion stock (200 mM, pH 7,16):
= Para conseguir concentracion 10 mM: Vit. C stock 5 pL + 95 pL
DMEM enriquecido.
= Quercetina + vitamina C:
= Quercetina 1uM + Vit. C 10 mM: 1 pL Quercetina + 5 pL Vit. C +
94 yL DMEM enriquecido.
= Quercetina 2,5 uM + Vit. C 10 mM: 2,5 pL Quercetina + 5 pL Vit.
C + 92,5 uL DMEM enriquecido.

4) Distribuir por columnas segun el siguiente esquema (figura 38):

Quercetina 1uM C[c))lr\]/ltgjs
@ 0/0 9]0 0]6 0]00)6®
Q AOOOOO
O OO
Q DOOOOD
Q DOOOOD
©, OO0
Q o elo/elee)
\JOJOJO OO0
B|;OS Quercetina Blancos
2,5uM
Vit. CZO mM

Figura 38. Placa de sustancias protectoras (figura de la autora).

5) Incubar durante 1 hora'y medir en el lector de placas Eon®.
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Protocolo de mostaza nitrogenada tras sustancias protectoras: Tras realizar el protocolo
para el célculo de dosis toxica en mostazas (pagina 120) se estimo inicialmente una ICso
entre 2000 y 3000 uM, que posteriormente demostré ser una cifra mayor como se

desarrolla en los resultados.

1) Realizar el protocolo de sustancias protectoras (pagina 122).

2) Partiendo de una solucion stock de MN 50 mM, mezclar para conseguir una
concentracion final celular 2 mM. Afadir en todos los pocillos salvo a los
controles y blancos (columnas 1, 6, 7 y 12) (figura 39):

= 4 puL de solucién stock + 96 uL. de DMEM enriquecido.

Mostaza Mostaza
nitrogenada nitrogenada
2mM 2mM

I

O]

@,
O
O

O

O

O

O

OO00000

QOO0
O000000

0000000,
0.0/0.0/0/0.0,
00000100,
00000100
0.0/0.0/0/0.0,

O

OO

O

Blancos Controles Blancos
DMEM

Figura 39. Placa de sustancias protectoras + mostaza nitrogenada (figura de la autora).

3) Incubar en estufa durante 1 hora.

4) Retirar el medio. Afadir 100 uL de DMEM enriquecido en cada pocillo.

5) Cultivar en estufa durante 24 horas.

6) Para analisis en el citometro, extraer las células de los pocillos alicuotandolas en
tubos Eppendorf ® de 1,5 mL. Aplicar el protocolo de viabilidad, apoptosis y
mortalidad celular por citometria de imagen (técnica APO 5, pagina 124).

7) Para medir en el lector de placas, retirar el sobrenadante y afiadir 20 pL por
pocillo de colorante MTT (realizar el protocolo para medir la viabilidad celular
con MTT, pagina 121). Utilizar una placa de sustancias protectoras (quercetina
+ vitamina C) como placa de control y la placa descrita en este protocolo

(sustancias protectoras + mostaza nitrogenada) como placa de toxicos.
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Protocolo de mostaza sulfurada tras sustancias protectoras: Tras realizar el protocolo
para el calculo de dosis toxica en mostazas (pagina 120) se estimd inicialmente una I1Cso
entre 3000 y 4000 uM, que posteriormente demostrd ser una cifra que se encontraba en
ese rango como se desarrolla en los resultados. EIl procedimiento es el mismo que el
descrito previamente para mostaza nitrogenada, pero aplicando los valores especificos de

la sulfurada.

Protocolo de viabilidad, apoptosis y mortalidad celular por citometria de imagen:

Técnica APO 5, pagina 83.

1) Lavar las celulas con PBS o con el binding buffer que aporta el kit de Anexina
V +FITC + IP.

2) Centrifugar a 800 rpm durante 4 minutos a 4 °C. Eliminar el sobrenadante.

3) Resuspender las células en 100 pL de PBS o binding buffer a una concentracion

de 10 millones de células / mL.

4) Para visualizar la apoptosis celular en citdmetro se utilizard Anexina V que
puede ir unida a dos fluorocromos: FITC (verde) o ficoeritrina (naranja) (figura
40). Anfadir 5 pL de Anexina. Incubar durante 15 minutos a temperatura

ambiente y en oscuridad.

SEEe | Verde

Naranja

Figura 40. Esquema de fluorocromos en células apoptéticas (figura de la autora).

5) Paradeterminar la mortalidad celular se pueden utilizar dos fluorocromos: DAPI

(azul) o yoduro de propidio (rojo) (figura 41).

DAPI Azul
Mortalidad

Figura 41. Esquema de fluorocromos en células muertas (figura de la autora).
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6)

La eleccion del fluorocromo para cuantificar la mortalidad depende de cual se
elige para la apoptosis a fin de evitar solapamiento de fluorescencias con colores
similares (rojo/naranja) (figura 42). Si posteriormente se va a determinar
senescencia con Ci1>-FDG (verde) es necesario utilizar PE con DAPI. Para
yoduro de propidio afiadir 10 uL. En caso de DAPI afadir 5 pL a [10 pM] / 100
pL de células. En ambos casos agitar suavemente en el vortex e incubar durante

3 minutos.
Apoptosis Mortalidad
A [ A
’ Verde \ Rojo

Anexma V +

Anexina 'V + PE e DAPI

Naranja Azul

Figura 42. Fluorocromos para medir apoptosis + mortalidad (figura de la autora).

Medir con el citometro de imagen AMNIS®. Se obtienen 5 tipos de poblaciones
segun la técnica APO 5: células vivas, células apoptdticas tempranas, células

necroptoticas, células apoptoticas tardias y células necroticas (pagina 83).
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Protocolo de senescencia: En estado fisioldgico el pH citoplasmatico es 7,2, pero los

lisosomas tienen pH de 4. Sin embargo, en células senescentes el pH es 6 debido a un

mayor contenido en lisosomas (Kurz et al., 2000). Para calcular la actividad de la enzima

beta galactosidasa asociada a senescencia previamente habrd que alcalinizar el pH

lisosomal con carbonato de amonio. Para ello habra que realizar el protocolo anterior de

apoptosis y mortalidad. Tras realizar el paso 3 se procede a:
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1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

Alcalinizar el pH lisosomal de cada tubo con carbonato de amonio (NH4COs3,
PM 79,06 g/mol) a concentracién stock 1 M (7,9 g de la sal en 100 mL de agua
destilada). Para conseguir una concentracion 20 mM en cada tubo (2 mL) habra
que afadir 40 puL de [1 M]. Otros autores en lugar de carbonato de amonio han
utilizado bafilomicina Al (Debacg-Chainiaux et al., 2009) o cloruro de amonio
(Lucien et al., 2014) en lugar del carbonato de amonio.

Incubar en estufa a 37 °C bajando el CO2 a 1% (en lugar de 5%) durante 30
minutos para conseguir pH de 7.

Determinar la SA-B-Gal asociada a senescencia mediante el fluorocromo Ciz-

FDG que es capaz de atravesar la membrana celular (figura 43).

S — Verde

Figura 43. Esquema de fluorocromos en células senescentes (figura de la autora).

= Preparar el reactivo en polvo para su uso en solucion celular 2 mM:
Disolver 2 mg de C1-FDG en 117 pL de DMSO, obteniendo una solucion
stock a concentracion 20 mM. A continuacion, habré que diluir 100 pL de
la solucidn stock con 900 uL de PBS para obtener la solucién de trabajo 2
mM.

Afiadir 20 pL de C12-FDG a concentracion 2 mM por pocillo.
Incubar en estufa durante 1 hora y 15 minutos.

Afadir los fluorocromos de la apoptosis explicados en el protocolo previo
(Anexina V + ficoeritrina con DAPI). Incubar 15 minutos.

Analizar las muestras en el citbmetro de imagen teniendo en cuenta que el
fluorocromo DAPI emite en azul (mortalidad), el C1o-FDG verde (senescencia)
y la PE naranja (apoptosis).
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Protocolo de sustancias protectoras frente a toxicos para medicion por citometria de

imagen:

1)
2)
3)
4)

Siendo quercetina y vitamina C las sustancias protectoras.

En dos placas de 6 pocillos retirar el medio de cultivo DMEM enriquecido.
Lavar con PBS.

Afadir en cada pocillo 2 mL de DMEM enriquecido.

En la placa control afiadir quercetina y vitamina C segun el esquema de la figura
44. Para conseguir quercetina 1 uM + vitamina C 10 mM habra que afiadir en
el pocillo correspondiente 20 L de quercetina 100 uM (solucion stock) y 40 pL
de vitamina C 250 mM.

La placa de cultivo se cubre con Parafilm® para evitar la difusién de la mostaza
sulfurada a los pocillos contiguos durante la incubacion en la estufa de cultivo a
37 °C (punto de inflamacion de la MS es 52 °C).

/

N

Control
pH 6

Figura 44. Placa de control de sustancias protectoras para medicién por citometria de imagen
(figura de la autora).

5)

6)

Dejar actuar la quercetina y vitamina C durante 30 minutos para que ejerzan su
efecto protector. A continuacién, afiadir los toxicos en los pocillos que
corresponda.

En la placa de toxicos habra que calcular la dosis para afiadir 3000 uM de
mostaza sulfurada en cada pocillo: partiendo de una solucion stock en estado
liquido 8,585 M, vamos a preparar una solucion de trabajo de mostaza sulfurada
300 mM. Para ello afiadimos 175 pL a concentracion 8,585 M en 5 mL de agua
destilada. De la solucién de trabajo 300 mM obtenida, afiadir 20 yL en cada

pocillo (figura 45).
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MS = MS : Mostaza Sulfurada

3000 uM = Q : Quercetina
+Vit. C 10 = Vit. C : Vitamina C

MS
3000 pM
+Q1uM

3000 pM

Figura 45. Placa de tdxicos con sustancias protectoras para medicion por citometria de imagen
(figura de la autora).

7) Dejar actuar los toxicos durante 1 hora.

8) Eliminar los tdxicos retirando con pipeta el liquido de los pocillos, dejando las
células en la base. Afadir 2 mL de medio de cultivo DMEM enriquecido en
cada pocillo.

9) Cultivar ambas placas (control y tdxicos) en estufa de cultivo durante 3 dias para
medir senescencia, apoptosis y muerte celular.

10) Recoger con pipeta las células muertas que hay flotando en el DMEM
(sobrenadante) de cada pocillo en tubos etiquetados de 5 mL. Reservar para
medirlo posteriormente y cuantificar las células muertas.

11) El resto de las células estan pegadas en el fondo de los pocillos, por lo que habra
que despegarlas siguiendo el protocolo de tripsinizacién (pagina 117).

12) Una vez que tenemos el pellet de las células en cada tubo, se enrasa el tubo
afiadiendo DMEM hasta conseguir 2 mL de volumen en cada tubo.

13) Realizar el protocolo previo para determinar senescencia.

14) Medir en el citdbmetro.
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La investigacion se organizé en dos bloques de experimentos. La primera etapa se
centré en el estudio de los efectos toxicos a nivel celular de la mostaza sulfurada y
nitrogenada. La segunda fase combind el efecto preventivo de las sustancias protectoras
quercetina y vitamina C con la posterior exposicion a los téxicos, averiguando qué
variaciones se producian en la viabilidad y mortalidad, especificando qué tipos de muerte
celular se observaban, asi como el efecto senolitico que inducian.

MOSTAZA SULFURADA:
Calculo de la ICsp en mostaza sulfurada

Tras hacerse una revision sistematica de la bibliografia relativa a mostaza sulfurada,
las cifras concernientes a su letalidad eran muy dispares, por lo que se disefiaron varios
experimentos para calcular la 1Cso (concentracion media inhibitoria para el 50% de las

células). EI modelo elegido se desarroll6 tanto en fibroblastos como en queratinocitos
HaCaT.
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(b) 110
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y =-0,0149x + 98,073
R?=0,988
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Figura 46. (a) Efecto de la exposicion a mostaza sulfurada durante 1 hora sobre el porcentaje de células
viables (queratinocitos HaCaT) determinadas por MTT. Se muestran los valores promedio y desviacion
estandar de 8 experimentos. (b) Estudio de la tendencia. Sustituyendo en la ecuacion y =50 se calcula para
gueratinocitos una concentracion celular letal 1Cso = 3226 + 192 uM.

El ensayo de viabilidad mediante MTT mide la actividad metabolica de la sal de
tetrazolio (amarilla, hidrosoluble) que al ser internalizada en células vivas entra en las
mitocondrias y se reduce a cristales de formazan (violeta, insoluble en agua, cuantificable
mediante su disolucion en disolvente organico DMSQO), permitiendo el analisis en el
lector de placas para titular la proporcion de células vivas por pocillo. Los resultados se

reflejan en la figura 46 a, de la que se obtiene la recta de regresion del apartado b.

Los datos muestran la pérdida de vitalidad determinada por MTT en queratinocitos
expuestos a mostaza sulfurada durante una hora. Experimentos similares para determinar
la mortalidad con el fluorocromo yoduro de propidio y DAPI (la incorporacion a la célula
indica que esta muerta) dieron valores idénticos en células no viables (100 — células
viables), representados en el apartado b. Ambos datos fueron utilizados para calcular la
concentracion media inhibitoria (ICs0). Los ensayos se realizaron tanto en fibroblastos

como en queratinocitos.
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A partir de la recta de regresion del grafico 2 se calcula la ICso para queratinocitos:

y =-0,0149 x + 98,073

Sustituyendo en la ecuacién y = 50 se obtiene el ICso:

50 =-0,0149 x + 98,073; x = 3226,37

Por tanto, considerando que las células se exponen a mostaza sulfurada durante una

hora se deduce que:

ICso en fibroblastos: 2960 + 188 uM con 8 experimentos realizados.

ICs0 en queratinocitos: 3226 UM £ 192 pM con 8 experimentos realizados.

La figura 47 representa los distintos tipos de informacién que aporta el citdmetro

de las muestras analizadas:

(a)

(b)

(©)

(d)

Histograma biparamétrico del citdmetro que cuantifica el porcentaje de
células vivas (93,6%) y muertas (6,45%) de una muestra control de
queratinocitos HaCaT. En lugar de yoduro de propidio (rojo) se utilizé el
fluorocromo DAPI de color violeta para sefializar muerte celular evitando
solapamiento con la ficoeritrina (naranja) que sefializa la apoptosis. En esta
muestra no se visualiza apoptosis celular porque son células control.
Fotografias de queratinocitos del citdmetro. En el caso del canal 1 (Ch01)
pueden observarse células vivas sin tincion con lamembrana celular integra.
En el canal 7 hay celulas muertas con el nicleo tefiido de violeta por el
fluorocromo DAPI.

Histograma monoparamétrico con los datos de fluorescencia emitida por el
yoduro de propidio de células muertas con un 60,6% de células vivas y
38,7% de muertas tras exposicion a mostaza sulfurada (2000 mM) durante
1 hora.

Histograma monoparamétrico de células control sin exposicion a mostaza,
donde se representan las células vivas DAPI negativas (sin tincion) y las

DAPI positivas (muertas).
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Figura 47. Histogramas y fotos de células control sin exposicion a mostaza. (a) Histograma biparamétrico
con porcentaje de células vivas y muertas de una muestra control de queratinocitos HaCaT. (b) Fotos de
queratinocitos. (c) Histograma monoparamétrico de células muertas con yoduro de propidio. (d)
Histograma monoparameétrico de células muertas con DAPI.
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En la figura 48 apartado (a) se visualizan en el microscopio de contraste de fases
con un objetivo 10X las células de un pocillo de una placa de cultivo de controles, donde
se distinguen queratinocitos HaCaT con morfologia poligonal y una confluencia de

practicamente el 100%. En el apartado (b) se ha utilizado un objetivo de 20 aumentos.

(@ T

P
J

Figura 48. Queratinocitos HaCaT control con el 98% de células vivas. (a) Objetivo 10X. (b) Objetivo
20X.

Para la realizacion de los experimentos las células se exponian a mostaza sulfurada
durante 1 hora, retirdndose el toxico y afiadiendo DMEM para posteriormente analizarlas

a las 24, 48 6 72 horas, tal y como se describe en material y métodos.

Figura 49. Queratinocitos expuestos a mostaza sulfurada 3200 uM. Objetivo 10X. (a) Fotografia
tomada a las 24 horas de exposicion. (b) Fotografia tomada tras 72 horas de exposicion.
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La figura 49 son dos fotografias de queratinocitos expuestos a mostaza sulfurada
3200 uM. La foto del apartado (a) se realizé a las 24 horas y se observan muy pocos
cambios en la morfologia de las células. El apartado (b) se tomé tras 72 horas de la
exposicion y se aprecian alteraciones tanto en la confluencia (menor celularidad) como
en la morfologia (nicleo y citoplasma tienen mayor contraste debido a que han

comenzado la apoptosis y necrosis).

En la figura 50 se observan queratinocitos control a los que se afiadid tripsina para
separar las células y realizar la lectura en el citometro. Puede distinguirse su morfologia

esférica puesto que estan en suspension, no adheridos al pocillo.

Figura 50. Queratinocitos control en medio liquido tras despegarse con tripsina. (a) Objetivo
10X. (b) Objetivo 20X.

Figura 51. Queratinocitos tripsinizados tras 48 horas de exposicién a mostaza sulfurada 3200 uM. (a)
Obijetivo 10X. (b) Objetivo 20X.
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La figura 51 muestra queratinocitos expuestos a mostaza sulfurada 3200 uM. Tras
72 horas de incubacion se afiadi6 tripsina y en la fotografia se puede comprobar que las
celulas no se han despegado de forma uniforme como en los controles, sino que se separan

formando capas.

La muestra analizada en la figura 52 corresponde a un pocillo de una placa de
cultivo que contiene unas 10.000 células vivas. Si se observan las células, todas presentan
la membrana integra y se colorean con fluorocromo verde porque estan vivas. El
citometro realiza fotografias célula a célula. En la primera columna se visualiza el campo
claro (similar al microscopio). En la segunda columna esta la tincion vital con CFDA
(fluorocromo que emite en verde a 528 nm). En la tercera columna se observan las células
muertas (en esta muestra no hay). La cuarta columna muestra la granulosidad de las

células. La ultima columna es una fusion de la primera y la segunda.
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Figura 52. Imagen de fibroblastos obtenidos mediante el citdmetro AMNIS® ImageStream X. Muestra con
alto contenido de células vivas.
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En cambio, en la figura 53 se observan fotografias de células con la membrana
desestructurada y rota. La mayoria de los fibroblastos han muerto porque han sido
expuestos a mostaza sulfurada. Por ello el fluorocromo yoduro de propidio ha penetrado
en las células, uniéndose al ADN vy tifiendo el nacleo de color rojo (emisién a 620 nm).
En la primera columna se visualiza el campo claro. En la segunda columna estan las
células vivas (en esta muestra no hay). En la tercera columna se ven las células muertas
(tincién roja con yoduro de propidio) con la membrana celular rota. La cuarta columna
muestra la granulosidad de las células. La quinta columna representa la fusion de la

primera y la tercera.
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Figura 53. Imagen de fibroblastos obtenida por el citometro AMNIS® ImageStream X. Muestra con alto
contenido de células muertas.
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Proteccion celular de la quercetina frente a mostaza sulfurada

Para valorar el posible papel protector de la quercetina se buscaron las dosis a
aplicar (figura 54), examinando sus efectos a diversas concentraciones directamente sobre
el cultivo de fibroblastos y queratinocitos HaCaT comprobandose que las dosis para
causar el mismo efecto eran muy similares en ambas extirpes celulares. El calculo de la
mortalidad se determiné por la incorporacion de yoduro de propidio o DAPI en las células

muertas, midiendose por citometria.

En esta gréfica se comprobo la toxicidad celular de la quercetina a concentraciones
de 1 a 100 uM en cultivos de fibroblastos expuestos durante 24 horas. Se observa una
mortalidad alrededor del 9% a concentraciones inferiores a 10 uM y un aumento

significativo de la mortalidad a concentraciones superiores a 20 M.

Ya que la quercetina no demostro efectos nocivos a concentraciones inferiores a 20
UM, se propuso estudiar su proteccion a concentraciones de 1y 2,5 uM. La adicion de
vitamina C previamente tamponada, no mostrd toxicidad en los cultivos para

concentraciones inferiores a 50 mM.
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Figura 54. Efecto de la exposicidn a quercetina durante 24 horas sobre el porcentaje de células muertas.
Se muestran los valores promedio y desviacion estandar de 8 experimentos. * Se encontraron diferencias
significativas respecto al control con p < 0,05.
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Los efectos protectores de la quercetina y vitamina C frente a mostaza sulfurada a
concentracion media inhibitoria del 50% (1Cso) de 3200 uM sobre la viabilidad celular se
muestran en la figura 55. Las placas de los experimentos se distribuyen por filas de
pocillos control, quercetina y vitamina C a diferentes concentraciones que posteriormente
son expuestas a mostaza sulfurada. Al cultivar las células a 37 °C la MS se volatilizaba
y difundia a los pocillos contiguos, contamindndolos. Por tanto, en las placas de MS

todos los pocillos se cubrieron con Parafilm®.
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Figura 55. Efecto de la exposicidn a mostaza sulfurada (3200 uM) durante 1 hora sobre el porcentaje de
células viables determinadas con DAPI por citometria después de afadir distintas concentraciones de
quercetina y vitamina C.

En la figura 56 el apartado (a) muestra un histograma biparamétrico del citometro
con queratinocitos vivos (74,2%) y muertos (27,4%) tras la exposicion a mostaza
sulfurada 3200 uM y previo tratamiento con sustancias protectoras. El apartado (b) son
fotografias de los queratinocitos muertos tefiidos con DAPI. La condensacién violeta
corresponde a la tincion del ADN. El apartado (c) es un histograma monoparamétrico de
la fluorescencia emitida por DAPI (el cursor negativo, 75,1%, representa las células vivas
no teflidas y el cursor positivo, 25,3%, las muertas).
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Figura 56. Histogramas y fotos de células expuestas a mostaza sulfurada 3200 uM previo tratamiento con
quercetina 2,5 uM y vitamina C 10 mM (a) Histograma biparamétrico con porcentaje de células vivas y
muertas de una muestra de queratinocitos expuestos a mostaza sulfurada. (b) Fotos de queratinocitos. (c)
Histograma monoparamétrico del DAPI.

El porcentaje de proteccion de la quercetina sobre la mortalidad inducida por

mostaza sulfurada a 3200 uM se muestra en la figura 57, observandose un buen efecto

protector de hasta un 67,1 % con 2,5 UM, mejorando ligeramente con la adicion de

vitamina C 10 mM.
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Figura 57. Porcentaje de proteccion de quercetina y vitamina C frente a mortalidad inducida por mostaza
sulfurada a 3200 pM.

En la figura 58 se observan fotografias de queratinocitos vistos al microscopio. A

mayor concentracion de quercetina en el tratamiento preventivo, hay mayor celularidad.

Figura 58. Queratinocitos a las 48 horas de la exposicién a mostaza sulfurada 3200 uM previo tratamiento
con quercetina. Objetivo 10X. (a) Quercetina 1 uM. (b) Quercetina 2,5 uM.
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La figura 59 son queratinocitos expuestos a mostaza sulfurada previo tratamiento
protector combinado de quercetina y vitamina C. Los acumulos de células y regiones

oscuras corresponden a células en necrosis.

Figura 59. Queratinocitos tras 48 horas de la exposicion a mostaza sulfurada 3200 uM previo
tratamiento con quercetina 2,5 uM y vitamina C 10 mM. (a) Objetivo 10X. (b) Objetivo 20X.
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Tipos de muerte celular por exposicion a mostaza sulfurada

El analisis del tipo de muerte inducida por mostaza sulfurada en comparacion con
controles no tratados se muestra en la figura 60, observandose un incremento significativo
de la apoptosis tardia y necroptosis por efecto del toxico. El apartado (a) esta clasificado
por tipos de muerte celular, mientras que en el apartado (b) se comparan los controles con
células expuestas al toxico. En las células control la mortalidad total es un 11%, siendo
la apoptosis tardia (6%) la predominante. Las células expuestas al toxico suman el 50,4%
de mortalidad total como corresponde a la dosis 1Csp, predominando la necroptosis
(25,4%) y apoptosis tardia (17,8%). La necroptosis al ser un proceso combinado de
apoptosis (muerte celular programada) y necrosis se caracteriza por permeabilizacion de
la membrana, liberacién del contenido citoplasmatico al espacio extracelular con

inflamacion del tejido sin que el ADN se vea fragmentado.
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Figura 60. Efectos toxicos de la mostaza sulfurada 3200 UM en los diferentes tipos de mortalidad. (a)
Variaciones en cada tipo de muerte celular. (b) Diferencias entre controles y expuestas.

Dado que hay un aumento muy significativo de la muerte celular se investigo el
tipo de proteccion que ofrecen la quercetina y vitamina C en cultivos de fibroblastos y
queratinocitos HaCaT incubados durante 1 hora con la concentracion media inhibitoria
del 50% (ICso) de mostaza sulfurada (3200 uM). Para ello se afiadié quercetina a
concentraciones fisiologicas (1 y 2,5 uM) y vitamina C (10 mM) durante 30 minutos para
que ejercieran su efecto protector. Transcurrido este tiempo se afiadio el toxico,
retirandolo 1 hora después tal y como se describe en el protocolo de sustancias protectoras
(pégina 122).

En la figura 61 se representan los valores de cada tipo de mortalidad inducida por
MS 3200 uM de 6 experimentos tras descontar los controles, observandose una
disminucion significativa (p < 0,05) de las poblaciones celulares en fase de apoptosis
temprana, tardia y necroptosis, mientras que en la poblacion de necrosis la variacion no
es significativa. Los resultados indican que gracias a la quercetina disminuyen todos los

tipos de muerte celular en los que la membrana ha sufrido procesos de apoptosis.
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Figura 61. Proteccién por quercetina (UM) y vitamina C (10 mM), frente a la mortalidad total y sus tipos
(necrosis, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necroptosis) inducida por mostaza sulfurada 3200 uM (n
=6).

En la figura 62 se observa un histograma del citometro de imagen AMNIS® (a) de
queratinocitos HaCaT control con doble tincion APO 5 (pagina 83) de anexina con FITC
(apoptosis) + yoduro de propidio (células muertas). En el cuadrante inferior izquierdo se
observan las células vivas sin tincion. En el cuadrante inferior derecho las apoptoticas
tempranas (anexina). En el cuadrante superior izquierdo las necroticas (yoduro de
propidio). En el cuadrante superior derecho las de doble tincidn (anexina + yoduro de
propidio) que se analizan a continuacion en el histograma (b) para diferenciar las
necroptoticas de las apoptoticas tardias segin su morfologia. Las necroptéticas tienen el
nacleo entero y la membrana celular algo desestructurada, mientras que las apoptdticas
tardias tienen el nacleo fragmentado y la membrana muy rota. Estas células, a pesar de
ser control sin toxico, al encontrarse en pocillos contiguos de la misma placa que las
células expuestas a mostaza sulfurada, el gas difundi6 y contamind los controles (células
vivas de lamuestra 87,2% en lugar de un 98% que se suelen encontrar cuando se siembran
en placas independientes). Por lo tanto a raiz de estos resultados, en los experimentos

posteriores con MS todos los pocillos se cubrieron con Parafilm®,
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Figura 62. (a) Histograma biparamétrico de queratinocitos control con tincién APO 5. (b)
Cuantificacién del cuadrante superior derecho para diferenciar las células apoptéticas tardias y
necroptdticas segn su morfologia.
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Efectos sobre la senescencia en células expuestas a mostaza sulfurada previo tratamiento

con quercetina y vitamina C

El estudio se realizo con células muy envejecidas con mas de 20 pases (procesos de
tripsinizacion) para obtener cultivos con predominio de células senescentes. En la figura
63 se estudia el efecto de la mostaza sulfurada (células expuestas durante 1 hora a 3200
M) sobre la senescencia. Las placas se cultivaron durante 72 horas para permitir el
envejecimiento celular. La senescencia se cuantific6 mediante la actividad SA-B-Gal en
celulas vivas después de descartar las muertas. Esta enzima se encuentra principalmente
en células senescentes, por lo que es un marcador ampliamente estudiado para valorar el
envejecimiento celular. Con la exposicion a mostaza sulfurada (3200 uM) se observa
que casi desaparecen las células senescentes (de 39,2% del control disminuyen a 8,85%
con el toxico), lo que indica una posible actividad senolitica de la MS. Respecto al
aumento que se observa en la senescencia de los cultivos tratados con quercetina y
vitamina C (de 3,85% pasa a 26,1%), podria explicarse por el efecto protector de estas

sustancias al inhibir la actividad de la MS.
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Figura 63. Senescencia en células vivas seleccionadas (excluyendo las células apoptoticas y necroticas) en
cultivo de queratinocitos HaCaT expuestos a mostaza sulfurada a 3200 puM (n =4).
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En la figura 64 se exponen los resultados de 3 experimentos para medir la actividad
senolitica en fibroblastos con exposicion a dosis crecientes de mostaza sulfurada (500,
750, 1000, 2000, 3000 uM) durante 1 hora. Tras 72 horas de incubacién en estufa se
determinaron simultdneamente apoptosis, necrosis Yy senescencia, seleccionando
unicamente las células vivas para contabilizar la senescencia, excluyendo apoptéticas y
necroticas. Se observa que en los controles habia un 36,8% de células senescentes y que

tras la exposicién a MS a concentracion 3000 uM disminuian hasta cifras de 2,8% =+ 2.

El célculo sobre la ICso de senescencia para mostaza sulfurada es 750 puM.
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Figura 64. Disminucién de la senescencia en fibroblastos provocado por la exposicién a diferentes
concentraciones de mostaza sulfurada durante 1 hora, seleccionando exclusivamente células vivas y
excluyendo apoptéticas y necréticas. Los resultados representan la media y desviacion estandar de 3
experimentos.
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Figura 65. (a) Histograma biparamétrico de fibroblastos expuestos a mostaza sulfurada (3200 uM)
durante 1 hora. (b) Histograma monoparamétrico para calcular células muertas. (c) Histograma
monoparamétrico para cuantificar células senescentes. (d) Fotografias de células vivas, senescentes,
apoptaticas y necrdticas.
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La figura 65 muestra informacion aportada por el citometro sobre experimentos con

mostaza sulfurada:

(@) Histograma biparamétrico de fibroblastos expuestos a MS 3200 uM que
cuantifica células vivas 49,3%, apoptéticas tempranas 32,6% (tefiidas con
anexina + ficoeritrina), necroticas 0,63% (tefiidas con DAPI) y las APO 5
16,1% (doble tincidn con anexina y DAPI) de las que segln su morfologia se
calculan las necroptdticas y apoptoéticas tardias.

(b) Histograma monoparamétrico de fibroblastos expuestos a MS 3200 uM
previo tratamiento con quercetina 2,5 uM que analiza las células vivas 86,8%
(DAPI negativo) y las muertas 13,2% (DAPI positivo).

(c) Histograma monoparameétrico con los datos de senescencia tras la exposicion
a MS 2000 uM durante 1 hora. Para ello se han contabilizado Unicamente las
células vivas (fibroblastos) no tefiidas con DAPI. EIl porcentaje de células
senescentes es 43,3%, dato que se corresponde con una exposicion a MS 1000
uM explicado en la grafica previa.

(d) Fotografias de las células en el citometro. En el canal 1 (Ch01) se visualizan
queratinocitos HaCaT vivos sin tincion, en el 2 células senescentes tefiidas
con C12 (verde), en el canal 4 células apoptoéticas con ficoeritrina (naranja) y

en el 7 células muertas con DAPI.
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MOSTAZA NITROGENADA:

Célculo de la ICso en mostaza nitrogenada

Del mismo modo que se calculd la concentracion media inhibitoria para el 50% de
las células (ICso) de la mostaza sulfurada, se determind el efecto de la nitrogenada en la
viabilidad y mortalidad celular representado en la figura 66 (a).
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Figura 66. (a) Efecto de la exposicion a mostaza nitrogenada durante 1 hora sobre el porcentaje de células
viables determinadas por MTT. Se muestran los valores promedio y desviacién estandar de 8 experimentos.

(b) Estudio de la tendencia. Sustituyendo en la ecuacion y =50 se extrae para fibroblastos una 1Cso= 3770
+ 184 uM.
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En las gréficas anteriores se observa la pérdida de vitalidad celular mediante la
técnica MTT en fibroblastos expuestos a mostaza nitrogenada durante una hora. Los
experimentos en los que se utilizé yoduro de propidio para medir la mortalidad mediante
citometria de imagen dieron resultados idénticos para las células no viables. La
combinacion de ambos datos permitio el célculo de la concentracion media inhibitoria
para el 50% (ICsp). Los ensayos se realizaron tanto en fibroblastos como en

queratinocitos.

A partir de la recta de regresion de la figura 66 (b) se calcula la ICso:
y =-0,0116 x + 93,724

Sustituyendo en la ecuacién y = 50 se obtiene el ICso:
50 =-0,0116 x + 93,724; x = 3769,3

Por tanto, se calcul6 que la ICso de la aplicacién de MN durante una hora es:

e |Csp en fibroblastos: 3770 + 184 uM con 8 experimentos realizados.

e |Cso en queratinocitos: 4015 puM = 244 uM con 6 experimentos realizados.

La figura 67 son fotografias de placas de fibroblastos vistos en el microscopio de
contraste de fases. El apartado (a) es un control donde se visualiza su caracteristica forma
fusiforme. El medio de cultivo (DMEM) todavia conserva el color rosado. La fotografia

(b) se realizé a las 24 horas de la exposiciéon a MN y se aprecian pocos cambios,

principalmente deshidratacion.

Figura 67. (a) Fibroblastos control. Objetivo 10X. (b) Fibroblastos expuestos a mostaza nitrogenada
3800 uM durante 1 hora. Fotografia realizada a las 24 horas. Objetivo 10X.
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La figura 68 apartado (a) se realizé a las 48 horas de la exposicion y ya se distingue
la disminucion de la celularidad, aprecidndose regiones vacias. El apartado (b) al haber

recibido tratamiento preventivo con quercetina 1 uM todavia conserva alta confluencia

celular.

Figura 68. Fibroblastos expuestos a mostaza nitrogenada 3800 uM durante 1 hora. Objetivo 10X.
Fotografias realizadas a las 48 horas. (a) Sin tratamiento protector. (b) Con tratamiento preventivo de
quercetina 1 puM.
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Proteccion celular de la quercetina frente a mostaza nitrogenada

En la figura 69 se calcula el efecto protector de quercetina a dosis crecientes y
vitamina C frente a MN 3800 uM. La MN no se difundia a otros pocillos, por lo que los
controles se dejaron contiguos a los pocillos expuestos al toxico. Partiendo de un 40,4%
de células vivas tras la exposicion a MN, con el tratamiento preventivo de quercetina la
vitalidad aumentaba significativamente (61,8% con 1 uM, 68,3% con 2,5 uM). Al utilizar
tratamiento combinado de quercetina 2,5 uM con vitamina C 10 mM la vitalidad

mejoraba ligeramente (70,6%), pero la vitamina C por si sola no ofrecia tanta proteccion
(48,2%).
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Figura 69. Efecto de la exposicién a mostaza nitrogenada 3800 uM durante 1 hora sobre el porcentaje de
células viables después de afiadir diversas concentraciones de quercetina y vitamina C.

Para estudiar los beneficios de la quercetina se trataron los cultivos con diferentes
concentraciones y posteriormente se expusieron a MN 3800 uM durante 1 hora.
Teniendo en cuenta la mortalidad celular de los cultivos medida en el citometro de

imagen, se calculd el porcentaje de proteccion que muestra la figura 70.
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Figura 70. Porcentaje de proteccion por quercetina (uM) y vitamina C (mM) frente a la mortalidad en
fibroblastos inducida por mostaza nitrogenada (3800 uM).
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Tipos de muerte celular por exposicion a mostaza nitrogenada

La mortalidad de la mostaza nitrogenada (3800 M) en funcion de dosis crecientes
de sustancias protectoras esta desglosada segun los tipos de muerte celular en la figura

71.

@ 35
30 {
25 21,8

20

15

Células muertas %

10
3,5 4,5 4,5

> 21 1 2,6 I 1,4
ES =] - -+

Necréticas Apoptéticas Apoptoticas tardias Necroptdticas
tempranas

H Control MN
b
() 35 29,8
30
25 21,8

20

15

Células muertas %

10

4,5 3,5 4,5
> 21 26

e lL ml

Control MN

® Necréticas Apoptoéticas tempranas B Apoptéticas tardias B Necroptoticas

Figura 71. Efectos toxicos de la mostaza nitrogenada 3800 uM en los diferentes tipos de mortalidad. (a)
Variaciones en cada tipo de muerte celular. (b) Diferencias entre controles y expuestas.
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En las gréficas previas se observa un aumento significativo de la apoptosis tardia y

necroptosis (p < 0,01), igual que en la mostaza sulfurada.

En la figura 72 se observa el tipo de proteccion, concretamente el tipo de muerte
celular prevenida por la adicion de quercetina o vitamina C. Se observa que los efectos
de la quercetina disminuyen la induccién de apoptosis y necroptosis de manera

significativa.
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Figura 72. Efecto de la quercetina (uM) y vitamina C (10 mM) en fibroblastos expuestos a mostaza
nitrogenada (3800 uM) durante 1 hora cuantificando los tipos de muerte celular. Medido por citometria de
imagen las 72 horas tras la aplicacion del tdxico.

En la figura 73 se observa un histograma biparamétrico de fibroblastos expuestos a
MN 3800 uM (ICso) sin tratamiento protector con datos obtenidos por citometria. Con el
fluorocromo ficoeritrina se sefializan las células apoptéticas tempranas en el cuadrante
inferior derecho (4,63%) y con DAPI las células muertas en el cuadrante superior
izquierdo (4,44%). Las celulas vivas sin tefiir se localizan en el cuadrante inferior
izquierdo (41,5%). Las APO 5 (48,9%) del cuadrante superior derecho corresponden a
las células apoptdticas tardias y necroptéticas que deberan diferenciarse posteriormente

segun su morfologia.
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Figura 73. Histograma biparamétrico de fibroblastos expuestos a mostaza nitrogenada 3800 uM marcados
con ficoeritrina y DAPI.

La figura 74 es un histograma biparamétrico de fibroblastos expuestos a MN 3800
uM previo tratamiento protector con quercetina 1 uM. Se visualizan un 61,4% de células
vivas, 3,49% de apoptdticas tempranas, 5,82% de muertas y 28,8% de células clasificadas

como APO 5 que posteriormente se cuantifican en apoptdticas tardias o necroptéticas.
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Figura 74. Histograma biparamétrico de fibroblastos expuestos a mostaza nitrogenada 3800 uM previo
tratamiento con quercetina 1 uM y marcados con ficoeritrina y DAPI.
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Efectos sobre la senescencia en células expuestas a mostaza nitrogenada previo

tratamiento con quercetina y vitamina C

Para el estudio de la senescencia se han utilizado células muy envejecidas con mas
de 20 pases para obtener cultivos con alto contenido en células senescentes. El efecto
protector de la quercetina sobre la senescencia celular inducida por MN a 3800 uM se
muestra en la figura 75, observandose un aumento del porcentaje de células senescentes
de 19,4% y 24,5% para concentraciones de quercetina de 1y 2,5 uM respectivamente.
Respecto a la vitamina C (10 mM) los resultados no son estadisticamente significativos

en comparacion con quercetina 2,5 pM.
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Figura 75. Efecto de la mostaza nitrogenada (3800 uM) sobre la senescencia previo tratamiento con
quercetina y vitamina C.

En lafigura 76 se exponen los resultados de 3 experimentos para medir la actividad
senolitica en fibroblastos con exposicion a dosis crecientes de MN (1000, 3000 y 3800
uM) durante 1 hora. Tras 72 horas de incubacion en estufa se determinaron
simultaneamente apoptosis, necrosis y senescencia. Solo se contabilizaron las células
vivas para la senescencia (cuadrante inferior izquierdo de los histogramas biparamétricos

del citébmetro), restando apoptoticas y necréticas. Partiendo de un 40,3% de células
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senescentes en el control (valor similar a la MS) se observa que tras la exposicion a MN
1000 uM baja a 19,1%, a concentracién 3000 uM disminuye hasta 4,6% y a dosis de 3800
uM hasta 3,1%. Sdlo se testaron hasta 3800 uM porqgue corresponde a la ICsyo.

El célculo sobre la 1Cso de senescencia para mostaza nitrogenada es 1000 uM.
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Figura 76. Disminucién de la senescencia provocado por la exposicion de fibroblastos a diferentes
concentraciones de mostaza nitrogenada durante 1 hora, seleccionando exclusivamente células vivas y

excluyendo apoptdticas y necroticas. Los resultados representan la media y desviacion estandar de 3
experimentos.
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Tal y como se describe en la introduccion, el estudio de la mostaza sulfurada y
nitrogenada comenzd por su interés militar y continta por su uso como quimioterapico.
En esta discusion se abordan los resultados de las mostazas comparandolos con los datos

publicados en la bibliografia revisada.

MORTALIDAD INDUCIDA POR MOSTAZAS

Los experimentos para medir la mortalidad celular de las figuras 46 y 66 nos dan
una concentracién media inhibitoria del 50% (1Cso) para mostaza sulfurada de 3226 + 192
uM vy para la nitrogenada de 3770 = 184 uM. Estos resultados se han conseguido en un

modelo de fibroblastos y queratinocitos HaCaT, siendo la sulfurada un 20% mas letal.

Dabrowska sometié células endoteliales a concentraciones crecientes de MS
durante 3 horas encontrando una ICso de 1000 uM e IC2o de 500 uM. Nuestros resultados
a una tercera parte del tiempo de exposicién requieren aproximadamente el triple de dosis

para inducir la misma mortalidad (Dabrowska et al., 1996).

Inturi trabajo con células epidérmicas JB6 y afiadio MN 0,75 uM durante 96 horas
y encontrd un 25 % de mortalidad, ademas de una gran disminucion de la proliferacion
celular (Inturi etal., 2014). Otros resultados muy poco comparables son los de Rothmiller
con queratinocitos que expuso a MN durante 5 dias y encontr6 un I1Cso de 5,9 uM. Sin
embargo, la gran duracion del tratamiento no es comparable a una exposicion aguda de 1
hora (Rothmiller et al., 2018a).

Groehler expuso células cultivadas de fibrosarcoma humano (HT1080) a MN vy
encontro una ICso de 2800 uM con exposicion durante 3 horas (Groehler et al., 2016),
concentracion que esta en la linea del I1Cso de 3770 uM durante 1 hora de exposicion que

se ha estudiado en esta memoria (figura 66).

Con estos resultados se puede concluir que la mostaza sulfurada es mas toxica que

la nitrogenada, ya que a menor concentracion produce mayor letalidad.
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TIPOS DE MUERTE CELULAR INDUCIDOS POR MOSTAZAS

Comparando los resultados de los tipos de muerte celular obtenidos tras la
exposicion a mostaza sulfurada (figura 60) y nitrogenada (figura 71) durante 1 hora,

obtenemos las diferencias que se aprecian en la siguiente figura:

Células expuestas a mostaza sulfurada Células expuestas a mostaza nitrogenada
(3200 uMm) (3800 uMm)

Apoptdticas tempranas m Necrdticas
= Necrdticas Apoptéticas tempranas
m Apoptéticas tardias ® Apoptéticas tardias
m Necroptoticas m Necroptdticas

Figura 77. Comparativa de los distintos tipos de muerte celular causados por la exposicion a mostaza
sulfurada (3200 uM) y nitrogenada (3800 uM) durante 1 hora.

El efecto de ambas mostazas es similar, siendo la poblacidn de necroptoticas la méas
cuantiosa (MS 25,4%, MN 29,8%) seguida de las apoptoéticas tardias (MS 17,8%, MN
21,8%). Las células en apoptosis tardia predominan sobre las apoptéticas tempranas
porgue se han determinado 4 dias después de la exposicién a mostazas y en conjunto
representan un 22% para la MS y un 26,3% para la MN. Respecto a la necrosis cabe
destacar que se observaron cifras muy bajas (MS 3%, MN 3,5%). Dado que la muerte
por necrosis implica la rotura de la membrana celular, los datos sugieren que estos toxicos
no actlan por degradacion directa de la membrana celular, sino que la mayor parte de su
efecto letal lo realizan por induccion de apoptosis, probablemente por la generacién de
radicales libres que activan las vias de las caspasas.

Dabrowska utilizé cultivos de células endoteliales expuestos a MS (0-1000 uM) de
2 a 3 horas. La exposicién al toxico a concentracion < 250 uM durante 3 horas dio lugar

a un 3% de células apoptéticas, durante 6 horas un 19% y durante 24 horas un 50%. A
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concentracion de 500 uM durante 6 horas obtuvieron un 80% de células necrdticas y un
20% de apoptoticas (Dabrowska et al., 1996). En esta tesis doctoral se han utilizado
concentraciones de MS mayores (3200 uM) porque el tiempo de incubacién ha sido
menor (1 hora). La medicion de la apoptosis se realizo a las 48 horas, obteniendo cifras

de necrosis menores (2%) y mayores de apoptosis (47,4%).

El equipo de Rothmiller investigd con una linea celular de queratinocitos HaCaT,
estudiando la resistencia de estas células al exponerlas semanalmente a MS (dosis
crecientes desde 0,2 hasta 500 uM durante 5 dias cada semana). Posteriormente median
radicales libres y glutation (Rothmiller et al., 2018a). Nosotros hemos utilizado dosis
crecientes desde 2000 uM hasta 4000 uM pero con tiempos de exposicién desde 30
minutos hasta una hora. En la figura 46 se calculd la concentracion media inhibitoria del
50% (1Cs0) medida por la técnica MTT, mediante 8 experimentos.

Batal investigé el efecto de la MS y observo que por su naturaleza lipofilica se
absorbia a través de la piel en un 10-20%, volatilizandose el resto de la sustancia
(corroborado por Kehe en 2005). Analizo6 los queratinocitos y fibroblastos de ratones
expuestos (2, 6 y 60 mg/kg) y comprobo que en las primeras 6 horas tras la aplicacion del
toxico se mantenia la estructura de la membrana celular. A partir de las 24 horas se
alteraba la integridad de la membrana basal y comenzaba la apoptosis, corroborando las
teorias de Greenberg (Batal et al., 2014). En esta tesis doctoral se comprob6 que antes
de las 24 horas en el microscopio no se observaba ninguna variacion de la morfologia

celular, mientras que a partir del segundo dia ya se observaban alteraciones morfolégicas.

Greenberg estudio los distintos tiempos de exposicion a la MS en animales y linea
continua de queratinocitos. Las dosis de trabajo del toxico fueron determinadas en base
al tiempo de exposicion al gas (5, 8, 10 y 12 minutos), eutanasiando los animales a las 6
0 24 horas de la exposicion para evaluar los efectos producidos (analizan los tipos de
muerte celular con DAPI y apoptosis con anexina V + FITC). En los resultados de este
articulo se especifico que el periodo de latencia era entre 24 y 48 horas con aparicion de
los sintomas clinicos y celulares en ese tiempo. Concretaron que habia una clara
correlacion entre la aparicion de los sintomas con la concentracion y tiempo de exposicion
al agente. Estos autores no especificaron en ningin momento la concentracion final
celular de MS, sélo indicaron que trabajaron con este toxico en estado gaseoso

(Greenberg et al., 2006). Para esta tesis se partio del reactivo mostaza sulfurada en estado
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liquido a 8,58 M, comercializado por el laboratorio Sigma-Aldrich®. A partir de esta
concentracion se prepararon las sucesivas diluciones con agua destilada para hallar la

concentracion celular final deseada.

Se comprobd que cuando los controles (sin mostaza) estaban en la misma placa que
los pocillos con el tdxico, al incubar las células en estufa a 37 °C y teniendo en cuenta
que el punto de inflamacién de la mostaza sulfurada es 52 °C, el toxico de los pocillos
problema se evaporaba y contaminaba los pocillos contiguos de la misma placa. Por eso

al trabajar con mostaza sulfurada todos los pocillos se cubrieron con Parafilm®.

El grupo de Pohl estudio el efecto agudo de las mostazas en modelos de cocultivos
con epitelio bronquial (HBEC) y fibroblastos pulmonares formando bicapas en las placas
de cultivo tras 31 dias de diferenciacion. Posteriormente los exponia a diferentes
concentraciones de MS (30, 100, 300 y 500 uM) durante 30 minutos y los cultivaba en
estufa durante 24 horas antes de la lectura con el lector de placas (proteinas generadas por
la apoptosis), voltimetro de precision EVOM (resistencia eléctrica transepitelial) y
microscopia electronica. Se comprob6 que la MS producia cambios in vitro (a las 24
horas la resistencia y permeabilidad de la membrana disminuia en un 75% a
concentracion de 500 uM y se producia un aumento del espacio intercelular, disminucién
de la adhesion de la matriz con la célula, aumento de la produccion ciliar de moco y
disminucion del movimiento de los cilios), justificando estos cambios la aparicion de
patologia in vivo. Estos autores a otras concentraciones de MS demostraron que los
efectos no eran estadisticamente significativos respecto a los controles (Pohl et al., 2009).
Para esta tesis se ha trabajado a concentracion 500 uM y la ICso era Unicamente del 10%
respecto a los controles, pero hay que tener en cuenta que la estirpe celular no era

pulmonar.

Kehe y colaboradores llevan muchos afios publicando sus estudios sobre MS. En
la revision que realizaron en 2005 especificaron que los efectos vesicantes aparecian a
concentraciones superiores de 50 uM con detencién del ciclo celular en fase G1. Su
grupo determind que la MS alquilaba la enzima hexoquinasa, reaccionando con el
glutation, aumentando las especies reactivas de oxigeno, alquilando la guanina que
ademas de alterar la sintesis de proteinas producia una detencion del ciclo celular
causando la muerte celular por apoptosis (Kehe and Szinicz, 2005). En 2013 publicaron

otro articulo donde utilizaron un modelo de queratinocitos HaCaT expuestos a MS entre
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0.3 y 300 uM durante 60 6 120 minutos para medir alquilacion y aductos del ADN
(segmentos), sin medir apoptosis. Especificaban que los soldados iranies expuestos a MS
mostraban alquilacion de sus leucocitos similar a un experimento previo suyo con
concentraciones de 0,9 uM. En otro de sus experimentos in vitro, la apoptosis inducida
por la exposicion de queratinocitos a 100 uM se consideraba equivalente al mecanismo

de accion del efecto vesicante a nivel cutdneo (Kehe et al., 2013).

MOSTAZAS
SULFURADA Y NITROGENADA
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oxigeno
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Figura 78. Mecanismo de accidn de la mostaza sulfurada y nitrogenada (figura de la autora).

Otros autores como Smith, Arroyo, Shahin y Simbulan-Rosenthal también
realizaron experimentos con queratinocitos expuestos a MS entre 100 y 300 uM,
evaluando la citotoxicidad in vitro que desencadenaba la cascada de alteraciones que se
muestra en la figura 78, pero sin especificar cuél era la dosis letal 50 (DLso) (Smith et al.,
1997, Simbulan-Rosenthal et al., 2006, Arroyo et al., 2000, Shahin et al., 2001). Para la
realizacion de esta tesis se ha partido como uno de los objetivos principales calcular la
ICs0, Ya que tras una revision sistematica de la bibliografia no se ha encontrado ningln

autor que lo haya publicado puesto que las cifras celulares concernientes a la letalidad
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eran muy dispares. El modelo elegido se desarrollo tanto en fibroblastos como en
queratinocitos HaCaT, siendo los resultados muy similares en ambas estirpes celulares.
En la figura 46 se calculdé la ICso de la MS en queratinocitos expuestos a 8
concentraciones diferentes (250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000 y 4000 uM) durante

1 hora.
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PROTECCION CELULAR DE LA QUERCETINA FRENTE A MOSTAZAS

Una vez hallada la 1Cso alrededor de 3200 uM se realizaron varios experimentos
con la finalidad de demostrar la proteccion frente al dafio celular que causaba la mostaza
sulfurada. Las sustancias protectoras utilizadas fueron quercetina y vitamina C,
obteniendo un efecto protector de 56,8% de la quercetina a concentracion 1 uM vy del
67,1% a 2,5 uM. La combinacion de quercetina con vitamina C 10 mM aumentaba la

proteccion hasta el 68,7% como se observa en la figura 57.

Fukui estudié el efecto protector de la vitamina C en células pulmonares
administrando &cido ascorbico a concentraciones de 1 6 5 mM. Tras 6 horas de
incubacion afiadian nanoparticulas de éxido de zinc para causar dafio pulmonar agudo y
observaron que la vitamina C disminuia la inflamacidn y produccion de especies reactivas
de oxigeno respecto a los controles (Fukui et al., 2017). Dado que las mostazas producen
muchos radicales libres, se decidié aplicar este fenomenal anti radical libre a una
concentracion mayor (10 mM) pero solo durante 30 minutos, consiguiendo efectos

parecidos a este autor.

La proteccion celular anti radicales libres conseguida por la vitamina C sola o
asociada a quercetina es menor que la obtenida por la quercetina. Dado que ambas
comparten mecanismo de accion, su asociacion permite que la quercetina a bajas

concentraciones (lejos de los niveles toxicos) tenga mas disponibilidad.

Jost y su grupo de investigaciéon realizaron un modelo de estudio de células
pulmonares en cultivo expuestas a una concentracion 50 uM de MN durante 72 horas.
Como protector de los efectos toxicos utilizo el reactivo antioxidante 2-mercatoetanol
sulfonato de sodio (MESNA) y lo afiadié 30 minutos antes de exponer las células a la
mostaza para estudiar el efecto antioxidante, demostrando que protegen del dafio en el
ADN (Jost et al., 2017). En esta memoria se han incubado las células con quercetina y
vitamina C durante los 30 minutos previos a la exposicién con mostazas, observando unos
buenos niveles de proteccion de un 15% con vitamina C sola y de hasta un 58,3% cuando

se aplicaba de forma conjunta quercetina 2,5 uM + vitamina C (figura 70).
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EFECTOS DE LAS MOSTAZAS SOBRE LA SENESCENCIA CELULAR

Schmidt encontr6 aumento de la senescencia por efecto de la mostaza sulfurada (1,
10, 20 y 40 uM) similar al nuestro cuando realizamos la determinacion de senescencia en
todo el cultivo sin analizar el tipo de muerte celular (Schmidt et al., 2018a). Los
resultados de las dos mostazas sobre la senescencia son similares, aunque mas potentes
los de la sulfurada. La determinacién de células senescentes en fibroblastos y HaCaT
tratados de forma aguda con mostazas durante 1 hora provoca un aumento de células
senescentes si la determinacion se realiza en todo el cultivo (incluyendo apoptoticas,
necroticas y necroptoticas). En cambio, si la determinacion solo se realiza en las células
vivas (figuras 64 y 76) muestra una disminucion estadisticamente significativa en funcion
de la concentracion de mostaza. Por tanto, podemos concluir que sobre las células vivas

ambas mostazas tienen un débil efecto senolitico.

Saitoh trabajo con una linea de cultivo de fibroblastos de tejido pulmonar fetal y
determiné senescencia celular asociada a la enzima SA-B-Gal con el fluorocromo Ci»-
FDG, concluyendo que la suplementacién con acido ascorbico mitigaba la produccién de

radicales libres asociados a senescencia (Saitoh et al., 2018).

Trabajando con células mesenquimales, Rothmiller encontré recientemente
incrementos de senescencia inducidos por MS a concentraciones muy bajas (10 a 40 uM)
y con tiempos de exposicion muy largos (de 5 a 31 dias). Esta autora cuantifico células
senescentes en todas las poblaciones sin excluir las células muertas y apoptéticas
(Rothmiller et al., 2021). Estos resultados no son comparables a los encontrados en esta
memoria, ya que la exposicion a MS se realizd durante 1 hora y la cuantificacion de

células senescentes solo se determind en poblaciones de células vivas.

Los resultados de senescencia, obtenidos después de aplicar mostaza sulfurada y
nitrogenada sobre la totalidad del cultivo celular (figura 79), recogen un incremento
significativo “concentracion dependiente”. El estudio por poblaciones mostrd que las
células en apoptosis y necroptosis eran positivas con el marcador de senescencia
utilizado, por lo que se decidio seleccionar exclusivamente la poblacion de células vivas,

descartando celulas apoptoticas y necroptoticas.
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Figura 79. Fotografias de fibroblastos senescentes y apoptéticos, tomadas con el microscopio del citometro
AMNIS®,

La figura 79 es una poblacién de fibroblastos senescentes (tefiidos con el marcador
C12-FDG en verde, canal 2) que ademas estan apoptoticas (tincion con anexina +
ficoeritrina de color naranja, canal 4). Algunas células presentan la membrana plasmatica
integra, mientras que en otros casos estd desestructurada, lo que indica que estan en

distintas fases de apoptosis temprana o tardia.
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Figura 80. Fotografias de fibroblastos en senescencia y necrosis.

En la figura 80 los dos primeros fibroblastos estan senescentes y necroticos,
mientras que el inferior esta senescente y necroptosis. Las células de las figuras 79 y 80
no se han considerado vivas para las mediciones de senescencia al haber iniciado algun

tipo de muerte celular.
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La exposicion aguda durante una hora a mostaza sulfurada produce muerte celular
con una ICsp en fibroblastos de 2960 + 188 uM vy en queratinocitos 3226 + 192 uM. En
el caso de mostaza nitrogenada la 1Cso para fibroblastos es 3770 + 184 puM y en
queratinocitos 4015 uM % 244 uM.

Los tipos de muerte celular inducidos por la exposicion a mostaza sulfurada y
nitrogenada se deben a un incremento significativo de apoptosis y necroptosis, sin

alterarse la necrosis de forma estadisticamente significativa.

Nuestro estudio de toxicidad en modelos celulares de la quercetina muestra efectos
protectores hasta concentraciones finales de 10 uM y un efecto tdxico con incremento de

la mortalidad estadisticamente significativo a concentraciones superiores a 20 uM.

El tratamiento preventivo con quercetina a 1 uM, aplicado antes de la exposicién
aguda a mostazas, disminuye la muerte celular de forma estadisticamente significativa.

Para mostaza sulfurada la proteccion es 56,8% y para nitrogenada 41,3%.

El tratamiento preventivo con quercetina 2,5 uM protege de la exposicién a
mostazas hasta un 67,1% para la sulfurada y 53,9% para la nitrogenada. En el caso del
tratamiento combinado de quercetina 2,5 uM con vitamina C 10 mM la proteccion se

incrementa levemente, un 68,7% para la sulfurada y 58,3% para la nitrogenada.

El efecto de las mostazas sobre la senescencia nos permite concluir que ambas
tienen efecto senolitico estadisticamente significativo, disminuyendo el porcentaje de
celulas senescentes en funcion de su concentracion con una ICsq en senescencia de 750
uM y 1000 uM para la mostaza sulfurada y nitrogenada respectivamente. Este resultado
se ha obtenido cuantificando células senescentes en la poblacion de células vivas, tras

descartar las apoptoticas y necroticas inducidas por las mostazas.

El desarrollo de tratamientos preventivos con quercetina y vitamina C de absorcion
rapida ayudaran a prevenir las lesiones por exposicion aguda a mostaza sulfurada y

nitrogenada.
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La autora declara no tener ningun conflicto de intereses relativo al contenido e

investigacion de esta tesis doctoral.
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Figura 71. Efectos toxicos de la mostaza nitrogenada 3800 yM en los diferentes tipos de
mortalidad. (a) Variaciones en cada tipo de muerte celular. (b) Diferencias entre controles y
L= ATV =X (o KOO PPPUPPPPPRR 158
Figura 72. Efecto de la quercetina (1iM) y vitamina C (10 mM) en fibroblastos expuestos a
mostaza nitrogenada (3800 uM) durante 1 hora cuantificando los tipos de muerte celular.
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Figura 76. Disminucidn de la senescencia provocado por la exposicion de fibroblastos a
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