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CONVENIO TERGUM S.L.

TITULO: EFECTO BENEFICIOSO DE TERGUM MAXIMUM (TM) FRENTE AL ESTRES
OXIDATIVO, MUERTE Y PROLIFERACION CELULAR EN FIBROBLASTOS Y
QUERATINOCITOS

EQUIPO DESARROLLADOR EN EL IBiS: Laboratorio 209

EMPRESA FINANCIADORA: TERGUM S.L. C.LF. B91875658 que se encuentra
domiciliada en Av. Veintiocho de Febrero 39, 41702 Dos Hermanas.

MEMORIA CIENTIFICA

1) ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO

Se ha evaluado el efecto de Tergum Maximum (TM) en la produccioén intracelular de anién
superoxido en fibroblastos.

El dihidroetidio (Dhe, D11347, Life) es una molécula fluorescente altamente especifica para la
deteccion de anion superoxido celular siguiendo la reaccion:

Dihidroetidio (HE) 0.
x

2-hidroxietidio (2-OH-E*)
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Figura 1: Regulacién de la produccién de anién superéxido por TM en fibroblastos

4-amino-5-metilamino-20,70-difluorofluoresceina (DAF-FM, D23 842, Life) es una molécula
fluorescente altamente especifica para la deteccion de oxido nitrico siguiendo la reaccidn:

4-amino-5-metilamino-20,70-

difluorofluoresceina
(DAF-FM) < 4, 5-diaminofluoresceina (DAF-2)
Forma fluorinada
HO 0] OH
i o F > Triazol, DAF-FM-T
o Oxido nitrico+productos oxidados
(N,0;, acido nitroso)
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Figura 2: Regulacién de la produccién de 6xido nitrico por TM en fibroblastos

Diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH2-DA, D399, Life) es una molécula fluorescente
altamente especifica para la deteccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) siguiendo la
reaccidn:

Diclorodihidrofluoresceina diacetato
(DCFH,-DA)
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Figura 3: Regulacion de la produccion de ERO por TM en fibroblastos
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2) REGULACION DE LA MUERTE CELULAR (APOPTOSIS)

La muerte celular se puede inducir a través de la via extrinseca e intrinseca como se describe a

continuacion:

Receptores de muerte celular (Via extrinseca)

Trail Trail
Trail

DA T

Bid

Smac/

piapLo AIF  Endonudeasa 6

La determinacion de la actividad caspasa-3 es un adecuado marcador de la muerte celular por
apoptosis. La medicién de caspasa-3 en el lisado celular se basa en el uso de sustratos
comerciales que son especificamente rotos por la caspasa-3 generando una sefial
quimioluminiscente (G8091, Promega).
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Figura 4: Regulacién de la actividad caspasa-3 por TM en fibroblastos
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Figura 5: Regulacion de la actividad caspasa-3 por TM en queratinocitos
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4) REGULACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

La activacion de la proliferacion celular esté acoplada a la progresién del ciclo celular y
transcripcion del DNA (Figura 6). '

CDK 2

Figura 6: Esquema del ciclo celular

El procedimiento para la valoracion de la proliferacién celular se basa en la medicion de la
incorporacion de bromo-deoxiuridina con anticuerpos especificos (Cat N° 11669915001, Roche)
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Figura 7: Regulacién de la proliferacion celular por TM en fibroblastos.
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CONCLUSIONES

1) TM reduce la produccién de anion superéxido y éxido nitrico de forma dosis dependiente a
tiempos cortos (1 hora) en fibroblastos.

2) El tratamiento no cambia la produccién de ERO.
3) TM reduce la apoptosis (24 horas) en fibroblastos y queratinocitos.

4) El efecto anti-apoptotico de TM se relaciona con una dréstica reduccion de la proliferacion
en fibroblastos (6 y 24 horas).

IMPACTO CIENTIFICO

De los resultados del presente proyecto se deriva que el producto a testar desarrollado por
TERGUM S.L. denominado Tergum Maximum (TM) presenta actividad antioxidante frente a
radicales libres de oxigeno (ERO) con incremento asociado de la produccion de éxido nitrico.
La repercusion biolégica de este hecho comporta la demostracién de efectos beneficiosos
tisulares de tipo vasodilatador. Este efecto beneficioso se relaciona con una actividad
citoprotectora caracterizada por reduccién de la muerte celular de tipo apoptotico en
fibroblastos y queratinocitos. De forma interesante, el producto TM es capaz de bloquear
fuertemente la proliferacion de las células lo que podria tener un impacto relevante en la
reparacion celular, asi como en la prevencion de los procesos de malignizacién celular.
Firmamos este informe en Sevilla a 11 de Noviembre del 2014
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