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Evaluacién de actividades enzimaticas elastasa
y mieloperoxidasa como marcadores de desgranulacion
leucocitaria en modelos de inflamacién aguda

Marisol Rodriguez*, Nadezdha Vergel*, Luis Fernando Ospina*', Jairo Calle* y Roberto Pinzén*

Resumen

El efecto antiinflamatorio de sustancias aisladas de plantas medicinales colombianas fue evaluado median-
te dos modelos de inflamacién aguda: edema auricular inducido por TPA en rat6n y bolsa de aire / zimosan
en rata, encontrdndose resultados promisorios (ej. actividades evidentes in vitro a concentracién 100 UM)
para amarisolide, un clerodaneo aislado de Salvia rubescens, y los glicésidos de ésteres alifticos aislados de
célices de Physalis peruviana. Adicionalmente, se evalué mediante métodos colorimétricos el potencial efec-
to inhibitorio sobre la liberacién y la actividad elastasa y mieloperoxidasa (MPO), dos enzimas de desgra-
nulacién neutrofilica implicadas en procesos inflamatorios. Los resultados apuntan a que parte del efecto
antinflamatorio de dichas sustancias se debe a actividad directa y/o indirecta sobre estas enzimas.

Palabras clave: Elastasa - mieloperoxidasa - amarisolide — arbutina — ayapin - Critoniella acuminata -

Physalis peruviana - Salvia rubescens.

Summary

Evaluation of elastase and myeloperoxidase activities as markers of leukocyte

degranulation in acute inflammation models

In this study, we investigated the effect of four herbal drug constituents —amarisolide (a neoclerodan of
Salvia rubescens), arbutin (hydroquinone of Salvia rubescens), ayapin (a coumarin of Critoniella acuminata) and
Physalis peruviana glycosides- on the polymorphonuclear leukocytes degranulation. For elastase and myelo-
peroxidase, two proinflammatory agents related to leukocyte migration and degranulation, the enzimatic
levels were tested in mouse ear oedema and rat air pouch exudates. Amarisolide and Physalis peruviana
glycoside exhibed antiinflammatory activity in mouse ear oedema and RAP/zymosan. It might be possible
that these compounds showed a inhibitory effects ( 100 UM, in vitro) on MPO and elastase due to some in-
hibitory mechanism for the leukocyte migration and degranulation.

Key words: Elastase - myeloperoxidase - amarisolide - arbutin - ayapin - Critoniella acuminata -Physalis pe-

ruviana - Salvia rubescens.

Introduccién

Las enfermedades que cursan con procesos in-
flamatorios crénicos, incluyendo la artritis
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reumatoidea, EPOC y la fibrosis quistica, son
algunos de los principales problemas de salud
que afectan a la poblacién mundial y aunque se

*  Universidad Nacional de Colombia, Departamento de
Farmacia, A.A. 14490, Bogoti D.C., Colombia.
1 E-mail: lfospinag@unal.edu.co

35



Rodriguez et al.

conocen varios agentes para manejar este tipo
de desérdenes, se evita su uso prolongado debi-
do a los multiples y severos efectos indeseables.
Adicionalmente, el caricter multifactorial de
este tipo de patologias hace necesaria la investi-
gacion de nuevos blancos terapéuticos que per-
mitan realizar un tratamiento mds selectivo y
eficaz. De ahi el interés por el desarrollo de
nuevos farmacos antiinflamatorios, muchos de
los cuales se habran de obtener de fuentes como
las plantas medicinales. Estudios previos del
grupo de investigacién en Productos Naturales
Bioactivos, del Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia, basados en
la informacién etnoboténica, permitieron la
confirmacién de actividad antiinflamatoria y el
aislamiento de algunos compuestos asociados a
las fracciones activas; los cuales fueron seleccio-
nados para el presente estudio.

Los neutréfilos desempefan papeles nor-
males o de defensa en los procesos inflamatorios,
o anormales como en las alergias y en las enfer-
medades autoinmunes. En estas dltimas, el arse-
nal enzimdtico rico en Colagenasas y proteasas va
a producir destruccién de los tejidos. Se ha pro-
puesto que la excesiva actividad elastasa extrace-
lular y las especies oxigenadas, tales como el
acido hip'ocloroso - cuya produccién estd catali-
zada por la mieloperoxidasa, generadas durante
la fagocitosis, estdn implicadas directamente en
el dafio tisular (1). Consecuentemente, se hace
necesario el descubrimiento de sustancias que
actien como inhibidoras de la desgranulacién
y/o de la actividad enzimdtica leucocitaria, en
particular, elastasa y mieloperoxidasa.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar el potencial efecto inhibitorio de princi-
pios bioactivos sobre dos enzimas neutrofilicas
—elastasa y MPO- y asi contribuir al conoci-
miento del mecanismo de accién de sustancias
con actividad antiinflamatoria. Se evaluaron los
niveles enziméticos en dos modelos in vivo y tres
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modelos in vitro, con el fin de establecer si el
efecto es producido por inhibicién directa de la
enzima, inhibicién de la desgranulacién, inhibi-
cién de la migracién o por citotoxicidad sobre
los leucocitos polimorfonucleares (PMNss).

Metodologia

Citotoxicidad

El ensayo de reduccién del MTT se realizé para
establecer el potencial efecto citotéxico de los
compuestos en estudio. Se incubaron en micro-
placa, durante 30 minutos a 37 °C, 200 UL de
una suspensién de PMNs (5%10¢ cél/mL) con 2

UL de solucién problema (Cf: 100 UM) o 2 UL
de vehiculo. Después de centrifugar a 1850xg
por 10min a 4°C, se eliminé el sobrenadante
cuidadosamente para no arrastrar las células y
se afladi6 a cada pozo 100 WL de una solucién
de MTT de 0.42 mg/mL en HBSS. La placa se
incubé a 37° C durante 90 min o un tiempo di-
ferente segtin la intensidad del color que va apa-
reciendo. Nuevamente, se centrifugé a 1850xg
por 10 minutos a temperatura ambiente para
eliminar el sobrenadante, se anadieron 100 L
de DMSOy se agit6 para disolver los cristales de
formazin. La absorbancia se midié a 492 nm
descontando un blanco de DMSO. El porcenta-
je de viabilidad fue calculado con respecto a los

controles (cuya absorbancia promedio se toma
como el 100% de viabilidad celular) (1-3).

Edema auricular inducido por TPA

Se realizé siguiendo el método introducido por
De Youngy col. (4). Se emplearon ratones ICR
entre 20y 30 g, hembras o machos, se distribu-
yeron por peso en grupos de 6 animales. Se
aplicaron 10 UL de acetona, indometacina o la

sustancia problema (500 Ug/oreja) segin el
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caso, por cada cara de la oreja derecha del ani-
mal. Inmediatamente después, se aplicaron 10
UL del agente irritante (TPA, 2.5 Ug/oreja) por
cada lado de la oreja tratada. 4 horas después se
sacrificaron los animales por dislocacién cervi-
cal y se extrajo la seccién central de las orejas iz-
quierda y derecha de cada animal con un
sacabocados de 6 mm de didmetro. Se pesaron
las secciones cortadas, se dividieron cuidadosa-
mente en trozos pequenos y se homogenizaron
con 750 UL de tampén fosfato 80mM con Hexa-
deciltrimetilamonio bromuro 0.5% en un homo-
genizador de tejidos blandos con el fin de
determinar posteriormente los niveles enzima-
ticos en Jas orejas tratadas. (5)

Bolsa de aire en Rata / Zimosan

Ratas Wistar de 150 a 200 g se distribuyeron
aleatoriamente de modo que en cada caja
existiera un representante de cada tratamiento.
El dia | se inyectaron 20 mL de aire estéril en el
dorso del animal para formar una cavidad sub-
cutdnea. El dia 3 se reinyectaron 10 mL de aire
estéril para reemplazar el aire absorbido. Al sex-
to dia de la inyeccién inicial se administraron el
agente irritante y los productos en estudio. El
grupo control se inyecté con 1 mL de zimosan,
alos grupos problema zimosdn mds el producto
en estudio y, al grupo blanco sélo suero fisiol6-
gico. Transcurridas 4 h de la administracién
del irritante los animales fueron sacrificados
por dislocacién cervical y se recuperé el exu-
dado contenido en la bolsa de aire con 1 mL de
suero fisiolégico. Se realiz6 el recuento de
PMN:s con el fin de evaluar la migracién leuco-
citaria y se centrifugé el exudado a 1850xg du-
rante 10 min a 4°C. Por tltimo, se recogié el
sobrenadante y se conservé a -70° C hasta el
momento de la determinacién de los niveles
enzimaticos (6,7).
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Actividades enzimaticas

Desgranulacién. Se preincubaron durante 5
min a 37°C 500UL de una suspensién de PMNs
humanos (2.5%10¢ cél/mL) con 5UL de los
productos en estudio (Cf: 100jLM) o la sustan-
cia patrén. Tras la adicién de S5UL de citocala-

sina B (Cf: 10UM) se incubaron 5 minutos a
37°C. Posteriormente, para estimular la libera-
cién de enzimas neutrofilicas se agregaron SUL
de N-formil-metionil-leucil-fenila-lanina (Cf:
10nm) y se incubé por 10 minutos a 37° C.
Después se centrifugd a 1850xg durante 10 min
a 4° Cy se recuperaron los sobrenadantes.

La actividad elastasa se determiné en
los sobrenadantes utilizando como sustrato
N-ter-butoxi-carbonil-L-alanina (t-BOC, Cf:
200uM) vy cuantificando la cantidad de
p-nitrofeniléster liberado (410 nm). (2,8). El
posible efecto inhibitorio directo sobre una
fuente de actividad elastasa también fue evalua-
do, asi como en los exudados formados en el
edema auricular y la bolsa de aire.

Actividad MPO: se tomaron 50 UL de los so-
brenadantes de los tubos tratados con agente
estimulante (control y problema), células sin
estimular (blanco) y se colocaron en micropla-
cas de fondo plano. Se afiadié tampén PBS (pH:
7,4), tampén fosfato (pH: 5.4) y peréxido de
hidrégeno (Cf: 0.3 mM) y se incub6 por 5 mi-
nutos a 37° C. Se adicioné el sustrato TMB (Te-
trametilbencidina, Cf: 1,5 mM) y se incubé por
3 minutos a 37° C. Para detener la reaccion se
agregaron 30 UL de acetato sédico 1,5 M (pH:
3.0) y, finalmente, se determiné la absorbancia
a 620 nm. [gualmente, se evalué el posible efec-
to inhibitorio directo sobre la MPO y sobre los
exudados formados en el edema auricular y la
bolsa de aire, utilizando como sustrato TMB y
midiendo la absorbancia a 620 nm (1,7).
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Material vegetal

Las especies vegetales en estudio se escogieron
por su uso en problemas relacionados con la in-
flamacién. Se incluyeron: Salvia rubescens Kunth
(Labiatae, “salvia”, COL 434050), de donde se
aislaron amarisolide —un neoclerodano— (datos
sin publicar) y arbutina —un glicésido de hi-
droquinona—; Critoniella acuminata (H.B.K.)
R.M. King & H. Robinson (Asteraceae, “patine-
gra”, COL 460202), de donde se aislé ayapin

(9) —una cumarina— y Physalis peruviana L.

(Solanaceae, “uchuva”, COL 384814), de don-
de se obtuvieron glicésidos de ésteres alifaticos
de cadena corta (10).

Estadistica

Los resultados estin expresados como media
aritmética de los valores * desviacién estdndar
de la media. Los datos fueron sometidos a un
andlisis de varianza simple (ANOVA) seguido
del anélisis de comparaciones multiples (Test de
Dunnett) con un nivel de significancia p < 5%.

(1) m
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Figura 1. Estructura quimica de (I) Arbutina (11), (II) Amarisolide (12), (III) Ayapin (9) y (IV) Ntcleo base
de glicésidos de Physalis peruviana (R1: Glu-Glu; R2: CH; ; R3: C,H;/ R1: Glu-Ara; R2: CHy 3 R3: C,Ho) (13)

9 de Viabilidad

Amarisolide Arbutina

Ayapin Phys. 100 WM Phys. 10 uM
Tratamiento

! [F]PMNs Murinos [[JPMNs Humanos I

Figura 2. Citotoxicidad de los compuestos en estudio frente a PMNs humanos y murinos.

PMNs Humanos/ Murinos 5 x 10 cé/mL. Cada barra es la media + D.E. de 4 experimentos (3 réplicas cada
tratamiento). Concentracién de los tratamientos: 100)M. * Test de Dunnett: p< 5% frente al control. (Ba-
rra izquierda: PMNs murinos; Barra derecha: PMNs humanos).
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Itados y Discusién
xicidad

Lz viabilidad se establece con respecto a un
control de DMSO al cual se le asigna el 100%,
de esta forma se busca hallar la toxicidad co-
ndiente Gnicamente al compuesto en es-
Fﬁo y no al vehiculo en que estd disuelto. Se
considera que un compuesto es citotoxico si en
: cia se obtienen porcentajes de viabili-
2ad inferiores al 85% (1).
Se encontré que amarisolide, arbutina y
2pin no presentan una citotoxicidad significa-

zas que los glicsidos de Physalis peruviana pare-
= poseer una citotoxicidad importante ya que
idad celular fué inferior al 20 %, con

s seriadas que permitieron establecer que,
esta mezcla de glicésidos, la concentracién
wcua frente a PMNGs in vitro es 10 UMy que el

: gk CI50 para la reduccién del MTT serfa
oncentracién entre 10y 100 UM. En la

literatura se reporta que el extracto etandlico de
Physalis peruviana tiene actividad antihepatoma y
efecto proapoptético relacionado con disfun-
cién mitocondrial (14), lo cual concuerda con
los resultados encontrados y permite sugerir
ampliar los estudios para evaluar actividad anti-
tumoral sobre lineas celulares diferentes a
PMNs.

Edema auricular inducido
por TPA en ratén

Es reconocida la utilidad de este modelo de in-
flamacién aguda para el screening de actividad
antiinflamatoria y, asi mismo, para la evaluacién
de mediadores como Lts (leucotrienos), Pgs
(prostaglandinas), enzimas lisosomales y migra-
cién-desgranulacién leucocitaria evaluada a tra-
vés de la liberacién de las enzimas elastasa y
mieloperoxidasa (1).

El porcentaje de inhibicién del edema se
calcula con respecto al grupo control, el cual re-
cibe TPAy el vehiculo de los tratamientos. Esta
dado por la expresién:

Tabla 1. Efecto de los compuestos en estudio sobre el edema auricular induci-

do por TPA en ratén.
Tratamiento Delta de peso (mg) Inhibicién
(500 Limg / oreja) (M £ D.E.) (% t D.E))
Control (Vehiculo) 23+3 -
Indometacina 7t 3% 70 £ 12
Amarisolide 9+ 3% 59113
Arbutina 213 14t 10
Glic6sidos de Physalis peruviana 11 £3% 51+13

~ * Testde Dunnett: p < 5% frente al control

Ratones hembra ICR de 8 semanas de edad, n = 10

o Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. 1 (2005)
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La indometacina usada como sustancia de
referencia produjo una inhibicién del edema
superior al 70%, como era de esperarse por ser
un potente inhibidor de la sintesis de prosta-
glandinas (15). Tanto el amarisolide, aislado de
S. rubescens, como los glicésidos de P peruviana
presentaron una inhibicién del edema auricular
mayor al 50%, sin que haya diferencias estadis-
ticamente significativas con respecto al grupo
de indometacina.

La arbutina en dosis de 500 [g/oreja no
produjo resultados positivos como antiinflama-
torio en el modelo de screening utilizado. Sin
embargo, su demostrada actividad antioxidante
(16) podria potenciar el efecto antiinflamatorio
encontrado para Salvia rubescens en estudios an-
teriores (17,18).

El ayapin no fue evaluado en el modelo de
edema auricular debido a su baja solubilidad en los
solventes aptos para el ensayo pero, en un estudio
adicional para evaluar actividad antiinflamatoria
en edema plantar por carragenina, ayapin inyecta-
do vfa intraperitoneal en una dosis 50 mgkg

presentd una inhibicién moderada (38 £ 9%) del
edema 3 horas después de la administracién sub-
plantar de carragenina.

Bolsa de Aire

La “bolsa de aire/zimosan” se constituye en un
reactor para la obtencién de exudados ricos en
mediadores proinflamatorios, asi como para la
evaluacién de posibles mecanismos antiinflamato-
rios relacionados con la migracién-desgranulacion
leucocitaria, o la liberacién de prostaglandinas y
leucotrienos (1).

Un incremento importante en la migra-
cién leucocitaria fue observado en animales tra-
tados con zimosan (57 * 3 millones de cél /mL)
en comparacién con los animales tratados con
solucién salina (0.6 + 0.1 millones de cé//mL).

El grupo tratado con indometacina dismi-
nuy6 la acumulacién de células en el exudado en
un 56 + 7% (figura 3), resultado que coincide
con los encontrados por otros investigadores (7).

Con los glicésidos de Physalis peruviana se ob-
servé una marcada inhibicién de la migracién
leucocitaria (47 £ 5%). Este menor recuento ce-
lular coincide en parte con los resultados de

70 1
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= 201
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© 101l
R — : :

S.S Indom. Zimosén Amar. Arbutina Ayapfn Physalis
Tratamiento

Figura 3. Efecto de los compuestos en estudio sobre la migracién leucocitaria en bolsa de aire.
Ratas Wistar hembras de 160 g. Recuento en cimara de Neubauer. Cada barra es la media = D.E, de 4
experimentos (3 réplicas por tratamiento). Tratamientos = 1 mmol/bolsa. * Test de Dunnett: p < 5%

frente al control.
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~ mhibicién de la desgranulacién leucocitaria en
“edema auricular: un bajo nivel de actividades enzi-
elastasa y MPO son reflejo, en ausencia de
stoxicidad, de una pobre migracion celular.

El amarisolide produjo una disminucién
. del 28 = 7%) del reclutamiento
ilico en la bolsa de aire, mecanismo que
smente contribuye al efecto antiinflama-
ado, y el cual se ve reflejado en los
s enzimiticos de elastasa y MPO.

Actividad enzimatica en los exudados
je bolsa de aire y edema auricular

niveles enzimaticos observados en los exuda-
ios de la bolsa de aire (figura 4) estén directamen-
'hmnados con el efecto sobre la migracién
ia y con el efecto antiinflamatorio ob-
vado en el ensayo de edema auricular.
El farmaco de referencia, indometacina,
370 una inhibicién de la actividad enzima-
k 54 1 11% sobre la actividad elastasa y de
18% sobre la MPO. Estos resultados rea-
an su uso como patrén de inhibicién de
leucocitaria.

Para el grupo tratado con los glicésidos de P
peruviana se observo una inhibicién de 51 £ 11%
para actividad elastasa, y de 68 11% para MPO,
lo que hace suponer que parte del efecto antiin-
flamatorio observado para estas sustancias estd
relacionado con un mecanismo de inhibicién de
la migracién y desgranulacién leucocitaria.

Los grupos tratados con amarisolide y aya-
pin presentaron un nivel de inhibicién enzima-
tica (22 £ 4% y 16 * 5% para elastasa, y 38
10% y 35 £ 6% para MPO; respectivamente)
i]ue aunque es moderado puede contribuir en
parte con el efecto antiinflamatorio observado
en otros modelos de inflamacién aguda.

Se observé una inhibicién en la liberacién
de MPO mayor al 45 % en los exudados corres-
pondientes a las orejas tratadas con amarisolide e
indometacina, el grupo tratado con los glicésidos
de P, peruviana presenté una inhibicién del 18 %y
en el caso de arbutina la respuesta fue nula.

Los resultados anteriores sugieren que la
indometacina, el amarisolide y los glicésidos de
P. peruviana inhiben la actividad elastasa y MPO.
Este comportamiento podria deberse a inhibi-
cién del proceso de desgranulacién.

80
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Liberacién Enzimatica

Arbutina

Amarisolide
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Ayapin Phys. 10 Indometac

Tratamiento

[F]Elastasa [JMPO|

Figura 4. Actividad enzimitica MPO en los exudados obtenidos de edema auricular y bolsa de aire.
A elastasa: 415nm, A MPO: 630nm. Cada barra es lamedia D.E. de 6 animales por sustancia (in vitro, 3
réplicas por muestra de cada animal). Tratamientos = 1 imol/bolsa. * Test de Dunnett: p < 5 % frente
al control. (Barra izquierda: Elastasa; Barra derecha: MPO)
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Figura 5. Efecto de los compuestos en estudio sobre la desgranulacién leucocitaria in vitro.
PMNs humanos 2.5 x 106 cél/mL, A elastasa: 415nm, A MPO: 630nm. Cada barra es la media * D.E. de 4
experimentos (3 réplicas por tratamiento). Tratamientos = 100 AM. * Test de Dunnett: p < 5 % frente

al control. (Barra izquierda: Elastasa; Barra derecha: MPO).

En el desarrollo del experimento se observé
que amarisolide e indometacina presentan el
mismo patrén de comportamiento tanto en la
inhibicién del edema como en la inhibicién de
los niveles enzimaticos, en ambos casos la inhibi-
cién de actividad MPO fue notablemente mayor
que sobre elastasa. Inicialmente, este resultado
harfa pensar en un mecanismo compartido por
los dos compuestos: ademds de un posible meca-
nismo antiinflamatorio tipo AINE se tendria una
interferencia sobre los mecanismos de desgranu-
laci6n leucocitaria con alguna pequefia contribu-
cién de la inhibicién enzimdtica directa.

Inhibicién de la desgranulacién
leucocitaria in vitro

Para evaluar el efecto sobre la desgranulacién leu-
cocitaria se utilizaron neutréfilos de sangre perifé-
rica humana preincubados con las sustancias en
estudio y posteriormente estimulados con citoca-
lasina B (Cf: 10uM) y fMLP (Cf:10nM). De igual
manera, se determinaron los porcentajes de
inhibicién de elastasa y MPO como indicadores

42

del proceso de liberacién enzimatico. La indome-
tacina fue usada como fdrmaco de referencia. Las
células preincubadas con esta sustancia presenta-
ron el mayor porcentaje de inhibicién (para elas-

tasa 31 & 8 y para MPO 46 £ 10) calculado con
respecto al control (células preincubadas con
vehiculo). Estos resultados indican que este far-
maco tiene actividad como inhibidor de la des-
granulacién y por lo tanto puede ser usado
como control positivo en ensayos posteriores.
También, se confirma in vitro la respuesta in vivo
para la desgranulacién en los exudados de tejido
auricular.

Se evaluaron amarisolide, arbutina y ayapin
en una concentracién de 100 UM, y los glicésidos
de Physalis peruviana a 10 UM. Se utilizaron estas
concentraciones para garantizar que una disminu-
ci6n en los niveles enzimdticos elastasa y MPO son
consecuencia de inhibicién de la desgranulacién y
no por toxicidad sobre la célula. Las sustancias
evaluadas presentaron un comportamiento irre-
gular (figura 5) presentando muchas veces valores
negativos que si bien no son signiﬁcativos para su-
poner que existe un efecto pro-desgranulatorio

Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. 1 (2005)
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£ampoCo parecen suponer un efecto inhibidor so-
bre la liberacién enzimatica.

Inhibiciéon enzimatica directa

Este ensayo se realiz para determinar si los
compuestos en estudio se comportan como inhi-
bidores enzimaticos in vitro. La fuente enzimatica
proviene de PMNs humanos preincubados con
citocalasina B y el agente quimiotactico fMLP
que convierte al neutréfilo de célula fagocitica a
célula secretoria. La actividad enzimdtica resi-
dual fue determinada por métodos fotométri-
cos, usando t-BOC para determinar elastasa y
TMB para MPO.

Los productos fueron evaluados en una con-
centracién de 100 UM, excepto los glicésidos de
P peruviana que fueron ensayados a 10 UM, con el
fin de correlacionar los resultados de este ensayo
con los encontrados en el de desgranulacién leu-
oocitaria in vitro. En ambos casos el firmaco de
referencia fue indometacina (100 UM). El por-
eentaje de inhibicién se calculd con respecto a
=n control que contiene la fuente enzimdatica y

- &l wehiculo de los productos evaluados.

Frente a la actividad elastasa, el fairmaco de
referencia presenté una inhibicién de 22 £ 5%,
que aunque es significativamente diferente de
cero, no tiene relevancia biolégica. La literatura
reporta inhibidores de la elastasa como la
Otl-antitripsina (11 Ug/mL), digitoxina (1
UM), digitonina (0.0 1UM) (19) y rapanona (10
MUM)(1). Serfa conveniente ensayar el compor-
tamiento de estas sustancias frente a la elastasa
neutrofilica humana en las condiciones del
laboratorio.

Como se observa en la figura 6, ayapin y
arbutina ejercen un discreto efecto sobre la ac-
tividad elastasa, con porcentajes de inhibicién
de 31 £4y24 £ 8, respectivamente.

El amarisolide y los glicésidos de P peruvia-
na no mostraron inhibicién sobre esta enzima
en las condiciones evaluadas.

La actividad MPO fue evaluada indirecta-
mente utilizando TMB como sustrato del H,O,
que no logra ser transformado en HOCl por la
MPO residual. La indometacina inhibié la ac-
tividad MPO en un % de 66 £ 21 en concor-
dancia con los reportes bibliograficos (20).
Amarisolide, arbutina y los glicésidos de P

Elastasa; Barra derecha: MPO)
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Figura 6. Inhibicién enzimitica directa por parte de los compuestos en estudio.
. elastasa: 415nm, A MPO: 630nm. Cada barra es la media + D.E. de 4 experimentos (3 réplicas por
tratamiento). Tratamientos = 100 UM. * Test de Dunnett: p < 5 % frente al control. (Barra izquierda:
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peruviana presentaron una actividad inhibitoria
moderada con porcentajes de inhibicién de 38
T13;33%11;y28 %5 como se muestra en la
figura 6. Estos resultados sugieren que parte del
efecto antiinflamatorio de amarisolide y los gli-
césidos de P. peruviana se debe a inhibicién di-
recta de la actividad enzimatica MPO. La
arbutina present6 una actividad inhibitoria de
MPO in vitro, pero no in vivo, debido probable-
mente a que en el primer caso la enzima estd
mds expuesta a la accién del xenobiético y a que
muchos mecanismos reguladores presentes en
el animal integro estdn ausentes en un experi-
mento in vitro.

En conclusién, los compuestos mas promi-
sorios por su actividad antiinflamatoria son
amarisolide de Salvia rubescens y los glicésidos de
Physalis peruviana. Este efecto posiblemente estd
relacionado con inhibicién de la migracién /
desgranulacién leucocitaria demostrada in vivo,
e inhibicién directa de la MPO demostrada in

vitro.
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