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DESCRIPCION

Método de medicion de los efectos de los componentes en la produccion de especies reactivas del oxigeno en las
células.

Antecedentes de la invencion

La especies reactivas del oxigeno (ERO) son productos secundarios celulares formados por el metabolismo del
oxigeno, son responsables de dafios oxidativos celulares y pueden ser la causa de lesién celular, disfuncién celular
y muerte celular (apoptosis). Los efectos de las ERO en el metabolismo celular se han documentado bien. La
acumulacién de ERO en el tejido puede causar lesidon oxidativa y por tanto puede ser deseable reducir las
cantidades de ERO en los tejidos. Es deseable controlar la generacion de ERO en células para determinar si las
ERO estan implicadas en enfermedades, incluyendo enfermedades cardiovasculares, inflamatorias e infecciosas.
Normalmente las células pueden prevenir el dafio oxidativo de ERO con enzimas, tales como superoxido dismutasa
o catalasa. Otros compuestos también son utiles en la prevencion de dicho dafio, incluyendo antioxidantes tales
como vitaminas, acido Urico y glutation. Dichos compuestos, (por ejemplo, antioxidantes), pueden desempefiar una
funcién importante en la captacion de radicales libres y en la proteccién de organismos hospedadores frente a
patégenos.

Aungue se han desarrollado muchos métodos para medir las cantidades de ERO en los tejidos, hay pocos métodos
gue midan las concentraciones de ERO intracelulares en tiempo real. La capacidad para medir cantidades de ERO
es importante, ya que las concentraciones de ERO pueden cambiar, por ejemplo, aumentar o disminuir, a lo largo
del tiempo.

Por consiguiente, existe un continuo interés en desarrollar y administrar composiciones antioxidantes eficaces para
prevenir los dafios por ERO. Sin embargo, hay pocos métodos que sean capaces de medir los efectos de las
composiciones sobre la producciéon de ERO en tiempo real. Por lo tanto seria deseable desarrollar métodos que
pudiesen medir los efectos de los componentes en la produccién de ERO intracelular.

Breve resumen de la invencion

De acuerdo con determinadas realizaciones, se proporciona un método que puede utilizar medir las concentraciones
de ERO intracelulares en tiempo real. El método de las realizaciones puede ser Util para determinar los efectos de
los componentes de ensayo sobre la produccion de ERO intracelular y el estrés oxidativo en una célula. Los
métodos también pueden ser Utiles para determinar la capacidad de los compuestos de ensayo para reducir los
componentes de ERO en una célula, en la cual la ERO puede ser endégena o exégena para la célula.

Por tanto, determinadas realizaciones descritas en el presente documento incluyen un método para medir el efecto
gue tiene un componente de ensayo sobre la produccion de ERO en una célula. El método incluye poner en
contacto una célula con un material que sea capaz de emitir fluorescencia, poner en contacto la célula con un
componte de ensayo, poner el contacto la célula con una ERO y con un estimulante de ERO y medir la fluorescencia
celular. Adicionalmente las realizaciones incluyen medir la fluorescencia celular después de poner en contacto la
célula con el material capaz de emitir fluorescencia y bien con ERO o con un estimulante de ERO, medir la
fluorescencia celular después de poner en contacto la célula con un componente de ensayo, comparar los dos
valores de fluorescencia y determinar si el componente de ensayo reduce la ERO.

Breve descripcion de los dibujos
La FIG. 1 muestra los valores de fluorescencia obtenidos en el Ejemplo 1;y

La FIG. 2 muestra los valores de fluorescencia de diversos componentes de ensayo, como se describe en el
Ejemplo 1.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa a lo largo de esta descripcidn, los intervalos se usan como una abreviatura para describir cada uno y
todos los valores que se encuentra en el intervalo. Puede seleccionarse cualquier valor dentro del intervalo como el
extremo del intervalo. Ademas, todas las referencias citadas en este documento se incorporan en el mismo por
referencia en su totalidad. En el caso de un conflicto en una definicién y de una referencia citada en la presente
divulgacion, la presente divulgacion lo controla.

A menos que se especifique de otra manera, debe entenderse que todos los porcentajes y las cantidades que se
expresan en este documento y en cualquier parte de la memoria descriptiva se refieren a porcentajes en peso. Las
cantidades proporcionadas estan basadas en el peso del material activo.
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A lo largo de esta descripcidn, el uso de articulos “el”, “la”, “un”, “uno”, “una” no pretenden limitar las realizaciones a
una forma singular del articulo. Por ejemplo, la expresién “un componente” puede significar un solo componte o
multiples componentes. El componente en las realizaciones incluye compuestos quimicos, péptidos pequefios y
grandes y proteinas, ADN que expresa péptidos pequefios y grandes, proteinas y similares.

El método incluye poner en contacto una célula con un material capaz de emitir fluorescencia cuando se oxida o se
reduce, poner en contacto una célula con un componente de ensayo, poner en contacto la célula con una ERO y con
un estimulante de ERO, y medir la fluorescencia celular. Preferentemente, el material capaz de emitir fluorescencia
es un colorante que, cuando se oxida, emite fluorescencia, mas preferentemente un colorante seleccionado de
diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA), dihidrorodamina (DHR 123) y mezclas de las mismas. El método
también incluye el uso de un material que, cuando se reduce, es capaz de emitir fluorescencia.

Un método preferido incluye, como compuesto de ensayo, el uso de un antioxidante. Otro método preferido incluye,
como ERO, un compuesto que genera iones de oxigeno, un compuesto que genera radicales libres, un peréxido o
combinaciones de los mismos. Preferentemente, la ERO es un peréxido y mas preferentemente peréxido de
hidrégeno. Otros métodos preferidos incluyen el uso de un estimulante de ERO, tal como un mediador inflamatorio.

El método de las realizaciones preferidas también incluye, como estimulante de ERO: (i) una endotoxina, exotoxina
bacteriana, o combinaciones de las mismas; o (ii) un lipopolisacarido, lipooligosacarido o combinaciones de los
mismos. Preferentemente, la ERO es un lipopolisacarido.

Una célula util con diversos métodos de realizaciones preferidas incluye una célula inmunitaria, un linfocito, un
linfoblasto, un macréfago, una célula nucleada, tal como una mitocondria, 0 mezclas de los mismos. La célula puede
ser una célula inmortalizada, o puede estar presente en un cultivo tisular. Preferentemente, la célula tiene una pared
celular que es impermeable a un colorante. Ademas, el colorante puede acumularse en la mitocondria celular. Se
prefiere eliminar con lavado cualquier exceso de colorante presente en la célula.

En el método de las realizaciones preferidas, el compuesto de ensayo se transporta al interior de la célula, de
manera activa 0 pasiva. Preferentemente, cualquier exceso de compuesto de ensayo se elimina de la célula
mediante lavado. Del mismo modo, preferentemente la ERO y el estimulante de ERO (por ejemplo, un mediador
inflamatorio) se transporta hacia el interior de la célula, de manera activa o pasiva, y se prefiere eliminar con lavado
cualquier exceso de ERO y de estimulante ERO presente en la célula.

De acuerdo con diversos aspectos de realizaciones preferidas, inicialmente una célula se pone en contacto con un
material capaz de emitir fluorescencia cuando se oxida o se reduce, preferentemente un colorante. Los colorantes
utiles en las realizaciones de la presente invencion incluyen colorantes que emiten fluorescencia cuando se oxidan o
se reducen. Preferentemente, dichos colorantes emiten fluorescencia cuando, por ejemplo, una ERO los oxida o
reduce. Se prefiere el uso de colorantes que se ponen en contacto con células de una forma no fluorescente y
después emiten fluorescencia cuando reaccionan con una ERO, por ejemplo, una ERO producida intracelularmente
o0 introducida a partir de fuentes externas. Algunos colorantes Utiles que poseen estos atributos son conocidos por
los expertos habituales en la técnica y pueden incluir colorantes del tipo de la fluoresceina, tales como diacetato de
2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA). El DCF-DA es un colorante permeable a la membrana que puede difundirse a
través de la membrana lipidica celular. No emite fluorescencia cuando esté inactivo y forma una diclorofluoresceina
(DCF) altamente fluorescente cuando se oxida por ERO. Otros colorantes Utiles en la presente invencion pueden
incluir derivados y analogos de fluoroesceina, tales como dihidrorodamina (DHR 123), que es un analogo del DFC-
DA. La DHR123 se acumula en la mitocondria, y por lo tanto puede ser particularmente Util en la determinacién de
niveles de ERO en la misma. Otros colorantes Utiles pueden incluir derivados de fluorosceina, tales como el Verde
Oregdn, Verde Tokio, carboxi-seminaftofluoresceina (SNAFL - disponible en Molecular Probes, (Invitrogen Corp.),
Carlsbad, CA), carboxi-naftofluoresceina, colorantes Alexa Fluor (por ejemplo, Alexa 488 - también disponible en
Molecular Probes, (Invitrogen Corp.), Carlsbad, CA), colorantes DyLight Fluor (por ejemplo DyLight 488, disponible
en el comercio de Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) y colorantes HiLyte Fluor (disponibles en el comercio de
AnaSpec, San José, CA). Las células pueden incubarse con el colorante para permitir la incorporacion del colorante
en la célula. Después de esto, las células pueden lavarse para eliminar el colorante residual.

Después de marcar con un colorante, la célula puede exponerse a uno o0 mas compuestos de ensayo. Dichos
compuestos de ensayo se introducen preferentemente en la célula mediante transporte activo o pasivo, por ejemplo,
difusion, y preferentemente se quedan dentro de la célula. Las células pueden incubarse en presencia de dichos
compuestos de ensayo y después lavarse para eliminar los compuestos de ensayos residuales.

Después del tratamiento con el compuesto de ensayo, la célula se expone preferentemente a ERO. ERO incluye
tipicamente iones de oxigeno, radiales libres y peréxidos, tanto organicos como inorganicos y compuestos que
generan dichos iones de oxigeno y radicales libres intracelularmente. Las ERO (o agentes ERO) son conocidas por
los expertos en la técnica y generalmente son moléculas pequefias que son muy reactivas debido a la presencia de
electrones de corteza de valencia desapareados. Como ejemplos de peréxidos se incluyen hidroperéxidos, peréxido
de hidrégeno, peréxidos de metales alcalinos y alcalinotérreos, compuestos de perdxido organico, peroxiacidos y
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mezclas de los mismos. La célula puede exponerse a los agentes ERO a partir de una fuente externa, en la cual la
célula puede incubarse en medios que contengan el agente ERO que permita a la célula incorporar el agente ERO
intracelularmente, por ejemplo, mediante transporte activo o pasivo. Después las células pueden lavarse para
eliminar la ERO residual que no se ha incorporado en la célula.

En una realizacion de la presente invencion, la ERO puede ponerse en contacto con una célula junto con un
compuesto que induce la produccién de ERO, por ejemplo, un estimulante de ERO, tal como un mediador
inflamatorio en el cual el mediador causa o se sabe que causa la produccion de ERO en una célula. En otra
realizacién adicional la célula se pone en contacto con el estimulante de ERO en ausencia del agente ERO
adicional. Como se sabe en la técnica, el mediador inflamatorio puede incluir una toxina bacteriana, por ejemplo, una
endotoxina o exotoxina, tal como un lipopolisacéarido o lipooligosacarido. La célula puede incubarse con la ERO y el
mediador inflamatorio de manera que se permite que la ERO y el mediador inflamatorio se incorporen en la célula.
Después, la célula puede lavarse para eliminar la ERO y el mediador inflamatorio residual. Como alternativa, la
célula puede incubarse con el mediador inflamatorio para permitir que el mediador inflamatorio se incorpore en la
célula. Después, la célula puede lavarse para eliminar el mediador inflamatorio residual.

Los métodos de las realizaciones descritas en el presente documento contemplan medir la fluorescencia de las
células que se han puesto en contacto con los diversos componentes. Los métodos incluyen medir la fluorescencia
después de poner en contacto las células con el material capaz de emitir fluorescencia y con la ERO y el estimulante
de ERO y después medir la emisién de fluorescencia tras poner en contacto las células con estos componentes y
con el compuesto de ensayo. La emision de fluorescencia puede determinarse mediante cualquier método conocido
por los expertos habituales en la técnica y que se encuentran facilmente disponibles. Dichos métodos conocidos y
disponibles en el comercio incluyen tecnologia de matriz 6ptica de células vivas o sistemas de formacién de
imagenes al microscopio. Como es bien sabido, la emisién de fluorescencia tipicamente se mide por excitacion y
emision. Los expertos habituales en la técnica pueden medir y determinar la emisiéon de fluorescencia usando las
directrices proporcionadas en el presente documento.

Sin pretender quedar limitado a ninguna teoria, se piensa que los métodos de la presente invencién permiten
analizar en tiempo real los efectos de los compuestos de ensayo sobre los niveles de ERO intracelulares.
Incorporando en las células un componente capaz de emitir fluorescencia, un compuesto de ensayo, y después una
ERO/mediador inflamatorio, se puede medir la actividad antioxidante del compuesto de ensayo midiendo la
fluorescencia celular. EI componente capaz de emitir fluorescencia después de la oxidacién o de la reduccion,
preferentemente un colorante, tiene tipicamente alguna fluorescencia de fondo, pero después de la union a los
radicales libres, la intensidad de la fluorescencia aumenta. Este aumento de la intensidad de fluorescencia puede
medirse facilmente. Los compuestos de ensayo pueden afiadirse a las células para evaluar su capacidad para
reducir la formacion de radicales libres por ERO (0 su consumo por reaccién) y si son capaces de reducir la
formacion de radicales libres, la intensidad de fluorescencia deberia disminuir.

Por consiguiente, un compuesto de ensayo que tenga una mayor capacidad de inhibir ERO da como resultado una
reaccion en la que una menor cantidad de ERO puede reaccionar con el colorante y por tanto hay una fluorescencia
reducida. Por otro lado, un compuesto de ensayo que no inhibe ERO da como resultado una reaccion en la que una
mayor cantidad de ERO puede reaccionar con el colorante y por tanto hay una fluorescencia aumentada. La
fluorescencia celular puede monitorizarse durante un periodo de tiempo de minutos, horas o dias para determinar el
efecto del compuesto de ensayo sobre ERO/mediador inflamatorio.

En una realizacion, la célula se pone en contacto con un colorante antes de ponerse en contacto con un compuesto
de ensayo. Opcionalmente, la célula se pone en contacto con un compuesto de ensayo antes de ponerse en
contacto con una ERO y un estimulante de ERO. En otra realizacion, la ERO se introduce en la célula, por ejemplo,
la ERO es ex6gena a la célula.

Las células Utiles en los métodos preferidos incluyen células nucleadas que tienen mitocondrias. Las células pueden
ser células inmortalizadas, por ejemplo, células cancerosas y pueden ser células inmunitarias, tales como un linfocito
o células linfoblasticas. Dichas células pueden cultivarse en diversos métodos conocidos por los expertos en la
técnica. Las células también pueden cultivarse in situ durante un procedimiento operativo o de reconocimiento, y
después ensayarse en tiempo real para evaluar los efectos de determinados compuestos de ensayo sobre la
inhibicion de la produccion de ERO celular.

Los métodos de las realizaciones son utiles en la determinacion de los efectos de los compuestos que tienen sobre
la produccién de ERO en las células. Como se ha indicado anteriormente, se sabe que la generacién de radicales
libres en una célula no es deseable, dando a menudo como resultado la muerte celular. Por ejemplo, determinadas
bacterias tienen el efecto de inducir la formacion de radicales libres en células humanas y por consiguiente dafiar las
células. Los métodos descritos en el presente documento pueden determinar compuestos de ensayo que pueden
reducir la formacién de radicales libres (dando como resultado una intensidad de fluorescencia mas baja), y por tanto
pueden ser Utiles para contrarrestar los efectos perjudiciales de las bacterias.
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Muchas bacterias de este tipo se encuentran en la cavidad y mucosa bucal. Las bacterias pueden causar diversos
efectos perjudiciales. Por ejemplo, las células bacterianas pueden usarse como las células de las realizaciones
preferidas, preferentemente, células anaerobias facultativas. El método puede después medir la capacidad de
determinados compuestos de ensayo para reducir la generacion de radicales libres de dichas células.

Por tanto, los métodos de las realizaciones pueden usarse in situ para determinar una terapia eficaz (administracion
de un compuesto de ensayo eficaz que reduzca adecuadamente la fluorescencia) para el tratamiento de
determinadas células susceptibles a la generacién de radicales libres. Los métodos de las realizaciones también son
Utiles para demostrar la eficacia de determinados compuestos (0 composiciones que contienen estos compuestos)
en células conocidas, por ejemplo, células bacterianas. Por ejemplo, el método puede usarse para mostrar a un
odontélogo cuan eficaz es un determinado cientifico para reducir la generacion de radicales libres en células
bacterianas normalmente encontradas en la boca humana. El método también puede usarse como una herramienta
comparativa en la comercializacién de un producto mostrando comparaciones entre productos (por ejemplo,
dentifricos de diversas empresas de la competencia).

Las realizaciones preferidas de la invencion se describiran ahora con respecto al siguiente ejemplo no limitante. El
ejemplo es Unicamente ilustrativo y de ninguna manera limita el alcance de la invencion que se describe y reivindica.

EJEMPLO 1

Inicialmente se cultivaron células U937 de linfoma histocitico humano (ATCC, Manassas, VA) en medio RPMI-1640
(ATCC, Manassas, VA) que contenia suero al 10 % y penicilina al 1 % y después se transfirieron a una
concentracion de 2 X 10° células/ml en medio que contenia PMA 1 ng/ml durante 48 horas a 37 °C. Las células se
privaron durante una noche en medio de cultivo asérico antes de exponerse al colorante.

Las células se lavaron dos veces con tampén PBS y se dividieron en dos grupos para incubarse con DCF-DA o
DHR123 (Calibochem, La Jolla, CA) durante 30 minutos a 30 °C. Las células se lavaron dos veces con PBS para
eliminar el colorante residual. También se mantuvieron controles experimentales apropiados.

Después las células se dividieron en varios grupos y a cada uno de los grupos se afadieron diversas cantidades de
una solucion de a-tocoferol (Vitamina E) al 1 %, sustancia 1, o sustancia 2 y se incubaron a 37 °C durante 15
minutos. Después, las células se lavaron dos veces con PBS para eliminar las cantidades residuales de los
compuestos de ensayo. Después se afiadieron agentes ERO, H,O, y LPS, y se incubaron durante periodos de
tiempo diferentes. Después se leyd la emisién de fluorescencia de las células a una excitacion de 485 nm y a una
emision de 530 nm durante hasta 5 horas.

Como se muestra en las Figuras 1y 2, las células tefiidas solamente con colorante, por ejemplo, DCF-DA y DHR123
mostraron fluorescencia de fondo. En lo que respecta a la Figura 1, después de dos horas de incubacién, las células
incubadas en ausencia de un compuesto de ensayo pero en presencia de ERO a 2,5 mM y estimulante de ERO
emitian mas fluorescencia que las células incubadas en presencia de un compuesto de ensayo (a-tocoferol) y ERO
a 2,5 mM y estimulante de ERO.

Por lo tanto, el analisis de la emision de fluorescencia de las células permite monitorizar en tiempo real el estrés
oxidativo intracelular que puede usarse para explorar compuestos de ensayo. La medicién de la emision de
fluorescencia de las células puede realizarse con tecnologia de matriz Optica de células vivas y/o sistemas de
formacion de imagenes al microscopio en células individuales.

En referencia a la Figura 2, con las células se incubaron 2 ppm, 10 ppm o 100 ppm de a-tocoferol, sustancia 1 y
sustancia 2. La Figura 2 revela que en presencia de 2,5 mM de peréxido de hidrégeno, 2 ppm de a-tocoferol y
sustancia 1 reaccionan con ERO y reducen el nivel oxidativo aproximadamente al 30 %. A 10 ppm y a 100 ppm, el a-
tocoferol no mostré capacidad potenciada en la captacion de ERO o de radicales libres; sin embargo, 10 ppm de
sustancia 1 redujo el nivel oxidativo al 50 %. La Figura 2 también revela que la sustancia sustrato 2 potencié el nivel
oxidativo y que la sustancia 2 aumenté a casi 3 veces el nivel de radicales libres a 100 ppm, cuando se compard con
2 ppm.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para medir la eficacia de un componente de ensayo en la reducciéon de componentes de especies
reactivas del oxigeno (ERO) en una célula que comprende:

a. poner en contacto una célula con un material capaz de emitir fluorescencia;
b. poner en contacto la célula con el componente de ensayo;

c. poner en contacto la célula con una ERO y con un estimulante de ERO, en el que la ERO se selecciona del grupo
que consiste en un compuesto que genera un ion de oxigeno, un compuesto que genera un radical libre, un
perdxido, y mezclas de los mismos y caracterizado porque el estimulante de ERO se selecciona del grupo que
consiste en una endotoxina, exotoxina bacteriana y mezclas de las mismas, o que comprende un lipopolisacarido; y

d. medir la fluorescencia celular.

2. El método de la reivindicacién 1 en el que el material capaz de emitir fluorescencia es un colorante que emite
fluorescencia cuando se oxida, en el que opcionalmente el colorante se selecciona del grupo que consiste en
diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA), dihidrorodamina (DHR 123) y mezclas de los mismos.

3. El método de la reivindicacion 1 en el que el material capaz de emitir fluorescencia es un colorante que cuando se
reduce emite fluorescencia.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que el componente de ensayo es un antioxidante.
5. El método de la reivindicacion 1, en el que la ERO es un peroxido, opcionalmente perdxido de hidrégeno.
6. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula es una célula inmunitaria

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula se selecciona del grupo que consiste en un linfocito, un
linfoblasto, un macréfago, una bacteria, un anaerobio facultativo y mezclas de los mismos.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que la célula tiene una pared que es permeable al material capaz de emitir
fluorescencia.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que el componente de ensayo se transporta al interior de la célula.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que el componente de ensayo se transporta de manera activa o pasiva al
interior de la célula.

11. El método de la reivindicacion 1, en el que la ERO se transporta al interior de la célula mediante transporte activo
0 pasivo.

12. El método de la reivindicacién 1, en el que la célula emite fluorescencia.
13. El método de la reivindicacién 1, en el que el método mide el contenido de ERO de la célula.

14. Un método para medir la eficacia de un componente de ensayo en la reduccién de componentes de ERO en una
célula que comprende:

a. poner en contacto una célula con un material capaz de emitir fluorescencia;
b. poner en contacto la célula con un componente de ensayo;
c. medir la fluorescencia de celular;

d. poner en contacto la célula con una ERO y un estimulante de ERO, en el que la ERO se selecciona del grupo que
consiste en un compuesto que genera iones de oxigeno, un compuesto que genera radicales libres, un peréxido y
mezclas de los mismos y en el que el estimulante de ERO se selecciona del grupo que consiste en una endotoxina,
exotoxina bacteriana y mezclas de las mismas, o que comprende un lipopolisacérido;

e. medir la fluorescencia celular; y
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f. comparar la fluorescencia celular de c con la fluorescencia de e y determinar la eficacia del componente de ensayo
en la reduccion de ERO.



ES 2 524 561 T3

FIGURA 1

DHRI123
RHIO
oo N
Colorante




ES 2 524 561 T3

FIGURA 2
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