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RESUMEN

Los aceites esenciales y los compuestos terpénicos mayoritarios, particularmente de las plantas
aromaticas medicinales, son evaluados para determinar su actividad antioxidante y antiinflamatoria
con el proposito de comprobar su uso en la medicina tradicional, los principios activos, sus
mecanismos de accién, y proponer a éstos como candidatos para la fabricaciéon de nuevos
medicamentos. Sin embargo, son pocos los estudios que se realizan para relacionar a los
compuestos terpénicos con ambas propiedades y dirigidos a determinar el compuesto mas activo.
En México, la planta aromatica medicinal conocida como nurite (Satureja macrostema, Familia
Lamiaceae), se consume en preparaciones alimenticias e infusiones para el tratamiento de
diversas enfermedades que cursan con estrés oxidativo e inflamacion, por lo que surge el interés
de evaluar el aceite esencial y sus principales terpenos mayoritarios sobre dichas propiedades. En
la presente investigacion se evalué el efecto antioxidante y antiinflamatorio del aceite esencial de
nurite (S. macrostema) y sus terpenos mayoritarios en procesos de estrés oxidativo e inflamatorios.
El aceite esencial fue obtenido por hidrodestilacion de parte aérea (hojas y tallos) fresca de plantas
de S. macrostema cultivadas en invernadero durante 6 meses, analizado mediante cromatografia
de gases-espectrometria de masas para la identificacion y cuantificaciéon de los terpenos,
resultando como los mayoritarios, pulegona (25.50%), linalol (16.62%), timol (14.64%), limoneno
(5.53%), cariofileno (3.98%) y mentona (3.09%). La actividad antioxidante del aceite esencial de S.
macrostema y los terpenos mayoritarios (1, 10, 100 y 1000 pg/mL) fue demostrada inicialmente
mediante la generacion de radicales libres in vitro con los métodos DPPH, ABTS y TAC,
encontrando que el aceite esencial a 100 ug/mL presentd una alta actividad antioxidante con los
tres métodos evaluados (53.11%, 92.12% y 98.25%, respectivamente). El timol ejercid una
capacidad de atrapamiento de radicales libres mayor a 94% en los tres métodos utilizados
superando al antioxidante sintético BHT. Pulegona, linalol, limoneno, cariofileno y mentona
mostraron una actividad antioxidante baja (< 20%), indicando que el timol es el responsable de
este efecto. Posteriormente, se evalud la actividad citoprotectora, antioxidante y antiinflamatoria en
células endoteliales de vena umbilical bovina (BUVEC) bajo estrés oxidativo inducido por H202 y un
estado inflamatorio inducido por LPS. La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo de
reduccion del MTT y exclusion por azul tripano, donde las células BUVEC se incubaron con el
aceite esencial y los terpenos mayoritarios (1, 10, 100 y 1000 ug/mL), encontrando que el aceite
esencial y los terpenos limoneno, linalol, mentona, pulegona, timol y cariofileno no mostraron
citotoxicidad en las BUVEC a las concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL. La producciéon de ERO y
ERN, determinada por citometria de flujo, asi como la actividad de catalasa (CAT), fueron
evaluadas en las células BUVEC incubadas con H202 2% durante 24 h después del pretratamiento
con el aceite esencial y terpenos mayoritarios de S. macrostema. La cuantificacion de la expresion
de los genes de las citocinas TNF-a e IL-10, se realiz6 mediante RT-PCR induciendo la inflamacién
con LPS (100 ng/mL). En las concentraciones probadas, la produccion de ERO citoplasméticas y
mitocondriales, oxido nitrico, anién superdxido y radical hidroxilo, disminuyé en las células BUVEC
con el aceite esencial y todos los terpenos mayoritarios; mientras que la actividad de CAT
incrementd con el aceite esencial, timol y pulegona; con éstos, la expresion de TNF-a disminuyé y
la expresion de IL-10 aument6 con el aceite esencial y timol. Estos resultados revelaron que el
aceite esencial de S. macrostema y sus terpenos mayoritarios tienen efectos citoprotectores,
antioxidantes y antiinflamatorios en las células BUVEC. En conclusién, el aceite esencial de S.
macrostema presentd un efecto antioxidante y antiinflamatorio dependiente de la concentracion, ya
que elimino los radicales libres generados in vitro y disminuyd la produccion de ERO y ERN,
incrementando la actividad de CAT, favoreciendo un estado antiinflamatorio al regular la expresion
génica de citocinas involucradas en la respuesta inflamatoria, siendo la concentracién de los
terpenos mayoritarios del aceite esencial de S. macrostema los que favorecieron estos efectos
antioxidantes y antiinflamatorios, aunque mayormente son ejercidos por el timol.

Palabras clave: Antioxidante, células de endotelio bovino, citocinas, compuestos terpénicos,
inflamacion, nurite, planta medicinal, radicales libres.



ABSTRACT

Essential oils and the mayor terpenic compounds, particularly from medicinal aromatic plants,
are evaluated to determine the antioxidant and anti-inflammatory activity for the purpose of
evaluating their use in traditional medicine, the active compounds, the mechanisms of action,
and propose to them as candidates for the manufacture of new drugs. However, few studies
are conducted to relate the terpenic compounds with both properties and directed to determine
the active compound. In Mexico, the medicinal aromatic plant “nurite” (Satureja macostema,
Lamiaceae family), is consumed in food preparations and infusions for the treatment of various
diseases that relating oxidative stress and inflammation. So, there is an interest in evaluate
both properties of the nurite essential oil and its major terpenes. In this work, the antioxidant
and anti-inflammatory effect of the essential oil of nurite (S. macrostema) and its major
terpenes on oxidative stress and inflammatory processes were evaluated. The essential oil
was obtained by hydrodistillation of fresh aerial parts (leaves and stems) of nurite plants
cultivated in greenhouse for 6 months, which was analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry to identification and quantification of terpenes, resulting as major terpenes,
pulegone (25.50%), linalool (16.62%), thymol (14.64%), limonene (5.53%), caryophyllene
(3.98%) and menthone (3.09%). The antioxidant activity of the essential oil of S. macrostema
and the major terpenes (1, 10, 100 and 1000 pg/mL) were initially demonstrated by the
generation of in vitro free radicals with DPPH, ABTS and TAC methods, finding that the
essential oil at 100 pg/mL showed a high antioxidant activity with the three methods evaluated
(53.11%, 92.12% and 98.25%, respectively). The thymol exerted a free radical scavening
greater than 94% in the three methods assayed, overpassing the activity of synthetic
antioxidant BHT. Pulegone, linalool, limonene, caryophyllene and menthone showed a low
antioxidant activity (< 20%), indicating that thymol is responsible for this effect. Subsequently,
cytoprotective, antioxidant and anti-inflammatory activities were evaluated in endothelial cells
of bovine umbilical vein (BUVEC) under oxidative stress induced by H2O2 and an inflammatory
state induced by LPS. The cellular viability was determined by MTT reduction assay and trypan
blue exclusion, where the BUVEC cells were incubated with the essential oil and the major
terpenes (1, 10, 100 and 1000 pg/mL), finding that the essential oil of S. macrostema and the
terpenes limonene, linalool, menthone, pulegone, thymol and caryophyllene showed no
cytotoxicity in the BUVEC cells at 1, 10 and 100 pg/mL. ERO and ERN production determined
by flow cytometry as well as catalase (CAT) activity were determined in BUVEC cells incubated
with H202 2% during 24 h after pretreatment with essential oil and major terpenes of S.
macrostema. The quantification of the gene expression of TNF-a and IL-10 cytokine was
performed by RT-PCR inducing inflammation with LPS (100 ng/mL). In the tested
concentrations, cytoplasmic and mitochondrial ERO production, nitric oxide, superoxide anion
and hydroxyl radical, decreased in BUVEC cells tretated with essential oil and major terpenes;
CAT activity increased with essential oil, thymol and pulegone; with these, the expression of
TNF-a decreased; and the expression of IL-10 increased with essential oil and thymol. These
results revealed that the essential oil of S. macrotema and its major terpenes have
cytoprotective, antioxidant and anti-inflammatory effects on BUVEC cells. In conclusion, the
essential oil of S. macrostema presented an antioxidant and anti-inflammatory effect
dependent on the concentration, since it eliminated the free radicals generated in vitro and
decreased the production of ERO and ERN, increasing the activity of CAT, favouring an anti-
inflammatory state by regulating the gene expression of cytokines involved in the inflammatory
response, being the concentration of the major terpenes of the essential oil of S. macrostema
those that favored the antioxidant and anti-inflammatory effects, mainly exerted by thymol.

Key words: Antioxidant, bovine endothelial cells, cytokines, terpenic compounds,
inflammation, nurite, medicinal plant, free radicals.
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1. INTRODUCCION GENERAL

La inflamacién es una respuesta inmediata del organismo al dafio de sus tejidos y
células por patégenos, sustancias nocivas (como productos quimicos) o lesiones
fisicas (Weiss, 2008). Este proceso se desarrolla en las formas clasicas de
enrojecimiento, hinchazon, calor y la hiperalgesia (dolor) (Banasik, 2000), como
resultado de la accidén de mediadores inflamatorios, tales como la bradicinina,
serotonina, histamina, prostaglandinas, leucotrienos, citocinas pro- y anti-
inflamatorias, asi como de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN),
que pueden originarse a nivel local o a partir de células que se infiltran en el sitio del
trauma (Rasheed, 2003).

Las ERO y ERN tienen una relacion directa con las enfermedades inflamatorias, el
exceso de éstas tiende a atacar biomoléculas susceptibles causando un desequilibrio
oxidativo del sistema antioxidante; el estrés resultante puede conducir al
envejecimiento y al desarrollo de enfermedades degenerativas cronicas como el
cancer, diabetes mellitus, esclerosis multiple, artritis reumatoide, entre otras (Deng et
al., 2011; Wen et al., 2011). En diversas investigaciones se ha demostrado que
algunos metabolitos secundarios de origen vegetal como los acidos fendlicos,
flavonoides, carotenoides y terpenos, han mostrado actividad antioxidante e inhiben
la inflamacion crénica a través de diversos mecanismos. Algunos de estos
metabolitos presentan la capacidad de regular diversas actividades celulares
relacionadas con la inflamacion, como la actividad enzimatica de ciclooxigenasas
(COX) (Rahman et al., 2006; Singh et al., 2010).

Entre las terapias antiinflamatorias, los farmacos no esteroideos (AINES) y
esteroideos (AIES) son de los terapéuticos mas prescritos, principalmente para el
tratamiento del dolor y la inflamacion. Sin embargo, el uso clinico a largo plazo de
éstos se asocia con efectos secundarios significativos como dafo directo o indirecto
en el sistema digestivo y deteriorando la funcién renal. Este efecto adverso depende

de su accion sobre las ciclooxigenasas, inhibiendo la sintesis de prostaglandinas, las
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cuales protegen la mucosa gastrica, ya que limitan la secrecidén acida gastrica y
estimulan la formacion de mucus. Los AINES ademas de producir lesion local,
reducen el flujo sanguineo y dificultan el funcionamiento de las defensas en la
mucosa del tubo digestivo (Pountos et al., 2011). En el caso de los antiinflamatorios
esteroideos, los efectos secundarios mas frecuentes son debidos a su efecto
antiinflamatorio inespecifico y esto puede contribuir a eventos adversos como un
estado inmunosupresor generalizado del sistema inmune (Corley et al., 2003; Ong et
al., 2007; Pountos et al., 2011). Por lo tanto, ademas de la necesidad de desarrollar
estrategias para bloquear o reducir la respuesta inflamatoria, se requiere de

farmacos antiinflamatorios novedosos y mas seguros.

En la busqueda de nuevos agentes antioxidantes y antiinflamatorios, es importante el
empleo de modelos experimentales in vitro (células, tejidos, 6rganos) e in vivo
(animales), ya que, dependiendo del protocolo experimental, los resultados se
pueden extrapolar al posible comportamiento en humanos. Para evaluar la capacidad
antioxidante y antiinflamatoria tanto de extractos y compuestos aislados de plantas,
las investigaciones se enfocan en puntos importantes de la regulacién de ambos
procesos, como la produccion de ERO (anion superoxido, <Oz perdxido de
hidrégeno, H202 y radical hidroxilo, *OH) y ERN (éxido nitrico, NO y anion
peroxinitrito, ONOO"), citocinas pro- y antiinflamatorias (interleucinas y quimiocinas),
ademas de enzimas implicadas en la sintesis de productos involucrados en la
inflamacion y generacion de moléculas oxidativas (ciclooxigenasa 2 y 6xido nitrico
sintasa endotelial) (Aruoma, 2003; Rios et al., 2004).

Recientemente, algunas medicinas naturales derivadas de plantas han cobrado
interés debido a sus diversas propiedades biolégicas y perfil de seguridad en el
tratamiento de varias afecciones médicas, incluyendo las que provocan o cursan con
procesos de inflamacion y estrés oxidativo (Sheir et al., 2001). Las plantas
aromaticas son un grupo potencial para la obtencién de este tipo de derivados, ya
que producen compuestos volatiles que se denominan esencias o aceites esenciales,

cuyos principales constituyentes son los terpenos (Dudareva y Negre, 2005).
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Los aceites esenciales de diversas especies de plantas ejercen actividad
antioxidante y antiinflamatoria, y dichos efectos son atribuidos a sus componentes
terpénicos (Cardona y Mejia, 2009; Daniel et al., 2009). Los terpenos eugenol, timol,
p-cimeno, linalol, B-cariofileno, 4-terpineol, componentes volatiles de plantas como el
clavo (Eugenia caryophyllus), albahaca (Ocimum basilicum), tomillo (Thymus
vulgaris), manzanilla (Matricaria chamomilla) y mirto (Myrtus communis), entre otras,
presentan tanto actividad antioxidante como antiinflamatoria. Otros ejemplos de
terpenos con estas propiedades estan presentes en el eucalipto, romero, lavanda,
pino y mirra; los terpenos p-cimeno y timol de tomillo actuan sobre la inflamacién en
colon, entre otros (Darsham y Doreswamug, 2004; Miguel, 2010; Torres-Martinez y
Salgado-Garciglia, 2016 (Anexo 1)). Asi mismo, se ha demostrado la actividad
antioxidante o antiinflamatoria en modelos in vitro o in vivo de los aceites esenciales
de algunas especies del género Satureja (familia Lamiaceae) como S. montana, S.
hortensis, S. thymbra, S. khuzestanica y S. cuneifolia (Amanlou et al., 2005; Ozkan et
al., 2007; Hajhashemi et al., 2011). En México, una especie de este género, Satureja
macrostema ‘Moc. & Sessé ex Benth.’ Briq., una planta aromatica conocida como
nurite (nurhitini té), es utilizada en la medicina tradicional como infusién y aditivo en
los alimentos debido a sus propiedades como carminativo, expectorante, asi como
en tratamientos de enfermedades gastrointestinales y hepaticas que cursan con
procesos de estrés oxidativo e inflamacién. Ademas, se sabe que el aceite esencial
de S. macrostema contiene limoneno, linalol, mentona, pulegona y timol, como
terpenos mayoritarios (Torres-Martinez et al., 2014); sin embargo, se desconoce su
actividad antioxidante y antiinflamatoria, por lo cual es importante realizar estudios
que avalen sus propiedades medicinales o funcionales, asi como determinar los

mecanismos involucrados en el estrés oxidativo o nitrosativo y la inflamacion.

En la presente investigacion se evalué el efecto antioxidante y antiinflamatorio del
aceite esencial y terpenos de nurite (S. macrostema) en modelos experimentales in
vitro, determinando su implicacion en la produccion de radicales libres, la expresion
de citocinas pro- y anti- inflamatorias, asi como en la actividad de enzimas

relacionadas con el estrés oxidativo y la inflamacion.
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2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA INFLAMACION

El papel central del sistema inmune es proteger al hospedero de los dafios exdgenos
y enddgenos, y asi mantener la homeostasis del tejido. La disfuncion o desregulaciéon
del sistema inmune puede conducir a diversas enfermedades como infecciones
recurrentes o trastornos autoinmunes (Lawrence y Gilroy, 2007). La inflamacion es
una forma generalizada de defensa que se define como una respuesta fisioldgica
cuando el tejido sufre algun dafio y que es empleada tanto por el sistema inmune
innato como adaptativo para combatir el dafio de origen diverso (infeccion, ambiental,
etc.). Por lo que, la inflamacién se ha desarrollado como una respuesta de proteccién
a la infeccién o lesiones, siendo primordial para eliminar o neutralizar material u
organismos extrafios, asi como células hospederas muertas o dafadas y promover la

restauracion de la estructura de los tejidos y la funcion (Eming et al., 2017).

Es importante destacar que los dafos colaterales por inflamaciéon no son lo mismo
que la inmunopatologia, que implica un ataque inmunitario especifico sobre el tejido
que ya no es reconocido por el sistema inmune como si fuera propio. La patologia
autoinmune refleja la desregulacion de los componentes inmunes adaptativos, como
las funciones mediadas por anticuerpos y células, y tiene influencias genéticas y
ambientales (Graham et al., 2005). Por su parte, el proceso inflamatorio involucra
una serie de eventos inespecificos que pueden ser provocados por numerosos
estimulos o agresiones del medio (por ejemplo: agentes biologicos, isquemia,
interacciones antigeno-anticuerpo, traumatismos, lesiones térmicas o fisicoquimicas
de otra indole, etc.), desencandenando una cascada de procesos inmunolégicos,
fisiolégicos y conductuales que estan orquestados por moléculas de sefializacion
(Eming et al., 2017). Cada tipo de estimulo provoca una respuesta caracteristica que

constituye una variante relativamente menor del mismo fenémeno.
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El primer paso de la cascada inflamatoria implica el reconocimiento de la infeccion o
dano. Esto se logra tipicamente mediante la deteccion de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP, pathogen-associated molecular patterns), que se
dirigen especificamente hacia moléculas expresadas por patdogenos que son
esenciales para la supervivencia de estos. Los patrones moleculares asociados al
dafo (DAMP, damage-associated molecular patterns), son moléculas endégenas que
sefalan dafo o necrosis que también son reconocidas por el sistema inmune innato.
Una ventaja de la deteccion de estas sefales es que se reduce al minimo el ataque
inadvertido de las células y los tejidos del hospedero. A diferencia de la inmunidad
adaptativa, el sistema inmune innato no es tan eficiente en su capacidad de distinguir
entre diferentes cepas de patdgenos, y si tales cepas son nocivas para el hospedero
(Hawley y Altizer, 2010).

Muchas sefales de dafio son reconocidas por receptores especificos, tales como
receptores tipo Toll transmembranales (TLR, Toll-like receptors) y dominios de union
a nucleadtidos intracelulares y receptores que contienen repeticiones ricas en leucina
(NLR, NOD-like receptors) (Roach et al., 2005; Proell et al., 2008). Una vez que se
produce el reconocimiento de ligandos, los TLR activan vias de sefalizacidon
comunes que culminan en la activacion del factor de transcripcion NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas). Este
factor de transcripcién se encuentra practicamente en todos los tipos celulares y
permanece en un estado inactivado unido a la proteina inhibidora IkB (Sears et al.,
2011). Como parte de la activacion de estos receptores, NF-kB se libera de IkB y se
transloca al nucleo, donde regula la transcripcion de diversos genes diana. Es
importante destacar que la activacion de NF-kB no requiere nueva sintesis de
proteinas, lo que permite una respuesta rapida. El sistema de senalizacion del NF-kB
es de los primeros en ser estudiados, pero existe evidencia filogenética de que la
regulacion de la funcion inmune por esta via en los vertebrados evolucioné
independientemente de los mecanismos inmunes de los invertebrados (Sorci y
Faivre, 2009). Los NLR intracelulares responden a un numero creciente de DAMPs

que alertan al sistema inmune de la lesion celular y proporcionan una via proxima
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para detectar la exposicion a posibles toxinas o contaminantes en el medio ambiente
(Proell et al., 2008).

La transcripcidon y la traduccion de proteinas conducen a la tercera etapa de la
cascada inflamatoria, la cual comprende la expresion inducible de citocinas
proinflamatorias, como la interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), entre otros. Junto con las quimiocinas (quimio-
atrayentes) y diversas moléculas co-estimuladoras, estas proteinas solubles facilitan
el reclutamiento de células efectoras, tales como monocitos y neutréfilos en el sitio
del dano. Los neutréfilos crean un ambiente citotoxico al liberar sustancias quimicas
nocivas de los granulos citoplasmaticos (proceso llamado desgranulaciéon) (Hawley y
Altizer, 2010).

La liberacién rapida de estos productos quimicos requiere tanto el consumo de
glucosa y oxigeno, conocido como la explosién respiratoria. Los productos quimicos
téxicos liberados incluyen especies altamente reactivas denominadas especies
reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrogeno (ERO y ERN,
respectivamente). Estas sustancias son destructivas tanto para los patdégenos como
para las células hospederas e inducen esencialmente la muerte del tejido circundante
para evitar la diseminacion microbiana. Estos mecanismos efectores son, por lo
tanto, los principales contribuyentes al dafo colateral de las células del hospedero

durante el dano (Hawley y Altizer, 2010; Sears et al., 2011)

El efecto neto de estas interacciones culmina en los signos clasicos tipicos de la
inflamacion local: calor, hinchazén (edema), enrojecimiento (rubor), dolor y pérdida
de la funcion. Las funciones efectoras de la inflamaciéon estan ademas reguladas por
el sistema inmune adaptativo. La ultima fase de la inflamacion es su resolucion, que
es critica para limitar el dafio colateral al huésped (Serhan y Savill, 2005). Después
de las primeras horas de inflamacion, los macréfagos reclutados y residentes ponen
en marcha un programa coordinado de resolucidon en los tejidos. Durante la

inflamacion aguda, estas células producen prostaglandinas y leucotrienos
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proinflamatorios, pero cambian rapidamente a lipoxinas, que bloquean el
reclutamiento de neutrdéfilos y en su lugar favorecen la infiltracion de monocitos

importantes para la curacion de heridas (Gémez et al., 2011).

La respuesta inflamatoria de manera general ocurre en dos fases distintas, cada una
mediada aparentemente por diferentes mecanismos (Tabla 1), la evidencia sugiere
que una inflamacion crénica de bajo grado contribuye criticamente a muchas
enfermedades humanas que anteriormente no se consideraban como trastornos
inflamatorios, incluida la obesidad, aterosclerosis, y varios trastornos
neurodegenerativos. Es importante destacar que la inflamacion y sus secuelas varian
tanto espacial como temporalmente. La inflamacion generalmente comienza en un
area localizada, pero dependiendo de la gravedad de la infeccion y/o herida, puede

extenderse rapidamente a la periferia (Medzhitov et al., 2012; Lathe et al., 2014).

La inflamacién esta bajo el control de los sistemas enzimaticos plasmaticos y de los
mediadores que liberan las células que intervienen en la respuesta inflamatoria. En el
proceso global intervienen muchos mecanismos, algunos mediados por una variedad
de moléculas de sefializacion, denominados mediadores inflamatorios (Lathe et al.,
2014). Los mediadores inflamatorios pertenecen a diferentes clases quimicas y son
responsables de iniciar, mantener, agravar y modular el curso de un gran numero de

enfermedades humanas. Algunos ejemplos de ellos son:

. Aminas biogénicas: histamina y serotonina,
. Proteinas y péptidos: enzimas (6xido nitrico sintasa inducible, ciclooxigenasas
y lipooxigenasas), citocinas (pro- y anti- inflamatorias), quimiocinas, factores

de complemento, anticuerpos, cininas (bradicinina),

. ERO: anién superdxido (+O27), peroxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo
(*OH),

. ERN: 6xido nitrico (NO), anion peroxinitrito (ONOO") y

. Lipidos (prostanoides, leucotrienos).
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Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas principales de la inflamacion segun su
intensidad y duracion (Modificado de Ashley et al., 2012).

DURACION

INTENSIDAD Cronica

e Enfermedades
inflamatorias  (diabetes

mellitus, aterosclerosis)

e Para-inflamacion e Trastornos autoinmunes
Grado Bajo * Metaplasia o Enfermedades
neurodegenerativas

e Crecimiento tumoral

e Dafio tisular (fibrosis)

e Respuesta de fase aguda e Liberacion excesiva de
e Liberacion de citocinas citocinas
e  Migracion de neutrdfilos e Septicemia

Grado Alto e Reclutamiento de células e Destruccion de tejidos

efectoras (neutrdfilos,
macrofagos)

e Dafio tisular localizado

2.2. RESPUESTA CELULAR DURANTE LA INFLAMACION

La activacién de la inmunidad innata conduce rapidamente al influjo de células
inflamatorias. La infiltracion de células inflamatorias en el sitio del dafio tisular inicial
normalmente progresa de manera ordenada. Las células residentes, tales como las
células endoteliales vasculares, los mastocitos, las células dendriticas y los
fibroblastos intersticiales, responden liberando mediadores solubles, que incluyen
eicosanoides y citocinas proinflamatorias. La sefializacién de estos eventos altera el
perfil de las moléculas de adhesién local y crea un gradiente quimiotactico que
recluta células hematopoyéticas (Aitken et al., 2011). Los mastocitos, en particular,
actuan como centinelas y pueden desgranularse en segundos para liberar aminas
vasoactivas. En la mayoria de las respuestas agudas, los leucocitos

polimorfonucleares (PMN) son las primeras células inflamatorias que se extravasan
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de la circulacién y llegan al sitio de la lesion, seguidas mas adelante por células
mononucleares bajo la influencia de senales separadas. La mayoria de los
fibroblastos tisulares y las células endoteliales vasculares estan en reposo antes de
la migracién de los PMN al tejido. Sin embargo, estas células residentes pueden
dispararse para proliferar y migrar hacia el sitio de la lesion, asi como para sintetizar
las citocinas, proteasas y los componentes de la matriz extracelular (Ashley et al.,
2012).

En el caso de una lesion, las células endoteliales controlan la adhesion y la migracion
de las células inflamatorias, asi como el intercambio de liquido del torrente
sanguineo al tejido dafiado. Las células endoteliales recubren los vasos sanguineos
y bajo condiciones homeostaticas llevan a cabo varios procesos esenciales tales
como el mantenimiento de la integridad del vaso, el suministro de oxigeno y
nutrientes a los tejidos subyacentes y el patrullaje del trafico de células inmunes. Sin
embargo, en circunstancias patoldgicas tales como enfermedades autoinmunes, las
células endoteliales contribuyen a las respuestas inflamatorias y juegan un papel
importante en la perpetuacion de la inflamacion a través de procesos tales como la

angiogénesis y el reclutamiento de células inmunes (Al-Soudi et al., 2017).

2.2.1. Las células endoteliales modulan los cambios en el tono vascular y el
flujo sanguineo durante la inflamacién

Un cambio en el flujo sanguineo y el tono vascular, caracterizado por el grado de
constriccion en relacion con la dilatacion, se encuentra entre las respuestas iniciales
de la vasculatura durante la exposicion a un patégeno o dano (Kobayashi et al.,
2013). Las células endoteliales producen una variedad de mediadores vasoactivos,
como NO, prostaciclina (PGI2), endotelina-1 e histamina que funcionan de manera
autocrina y paracrina para regular la contraccion o relajacion epitelial. Al comienzo de
la inflamacion, la enzima 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) se activa como
resultado del aumento del calcio intracelular. La activacion de eNOS metaboliza la L-
arginina en citrulina y NO (Figura 1). Posteriormente, el NO activa la enzima

guanilato ciclasa para producir guanosin monofosfato ciclico (GMPc), que inhibe el
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flujo de calcio en la célula endotelial permitiendo la relajacion del citoesqueleto de
actina (Bucci et al., 2005).

Similar a la activacion de eNOS y a la biosintesis de NO, la ciclooxigenasa-1
constitutiva (COX-1) se activa por un aumento en el calcio intracelular para facilitar la
sintesis de PGI2, un oxilipido. Un oxilipido es un acido graso oxidado y puede
sintetizarse enzimaticamente o no enzimaticamente a partir de diferentes acidos
grasos, como el acido araquidénico en este caso. Durante la inflamacion inicial,
COX-1 oxida el acido araquidonico a prostaglandina G2 (PGG2), que se reduce
rapidamente a PGH2 por la actividad peroxidasa intrinseca de la COX-1 (Aitken et
al., 2011). A continuacion, PGH2 se convierte en PGE2 por PGE2 sintasa. Ademas,
la PGE2 depende de la COX-2 (Figura 1) y también se activa por el aumento de
calcio, pero su expresion y actividad optimas requieren transcripcion y traduccion
inducidas por mediadores proinflamatorios. El aumento de la expresion de COX-2
ayuda a mantener la vasodilatacion durante la progresién de la inflamacién. Al
modular el tono vascular, las células endoteliales se esfuerzan por proporcionar una
superficie endotelial 6éptima para facilitar el enrollamiento, la unién y la migracién de

los leucocitos para controlar la infeccion y la inflamacion (Andres y Djono, 2010).

Aunque la vasodilatacion es fundamental para la progresion de una respuesta
inmune apropiada, la vasoconstriccion durante las primeras etapas de la infeccion y
la inflamacion es protectora en caso de lesion mecanica y hemorragia. Debido a que
la vasoconstriccion limita el flujo sanguineo, la liberacién de vasoconstrictores dura
poco tiempo y se equilibra con la liberacion sostenida de vasodilatadores. Dos
vasoconstrictores que se sintetizan rapidamente al inicio de la inflamacién son el
factor activador de plaquetas (PAF) y el tromboxano A2 (TXA2). La produccion de
vasoconstrictores, que también contribuye a la liberacion de vasodilatadores, sugiere
que la modulacién del tono vascular durante la respuesta inflamatoria inicial esta
estrechamente regulada para evitar dafios innecesarios a los vasos sanguineos y al

tejido intersticial (Corl et al., 2010; Predescu et al., 2013).
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Figura 1. Mecanismos inflamatorios y de estrés oxidativo en células endoteliales
(Modificado de Aoki y Narumiya, 2012).

Ademas de los cambios en el tono vascular, también se requiere una reduccién de la
fluidez sanguinea durante la respuesta inflamatoria. Durante la inflamacién temprana,
las células endoteliales inician y propagan la coagulacion al aumentar las
propiedades procoagulantes y disminuir los anticoagulantes. La trombina convierte
fibrindgeno en fibrina dando como resultado la formaciéon de un coagulo de fibrina, lo

que ralentiza el flujo sanguineo en el sitio de la coagulacion (Olson et al., 2010).

En células endoteliales adrticas bovinas (BAEC), la exposicion a TNF-a disminuye la
expresion de trombomodulina, un importante mecanismo regulador de la coagulacion
que impide la formacion de trombina (Olson et al.,, 2010). Ademas, la trombina
aumenta la migracion de leucocitos inducida por citocinas a través de una monocapa

de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), apoyando la idea de que
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la cascada de coagulacion es critica para la inflamacion (Hort et al., 2014). El objetivo
de la coagulacion es reducir la fluidez sanguinea para evitar la propagacion sistémica
de bacterias y toxinas, asi como para mejorar el contacto de los leucocitos con las
células endoteliales y asi facilitar su migracion (Olson et al., 2010; Predescu et al.,
2013).

Las interacciones celulares son esenciales para la regulacion de la hematopoyesis y
la respuesta inflamatoria; es por ello, que el trafico de los leucocitos a través de los
diferentes tejidos y 6rganos y su interaccion posterior con otras células inmunitarias
son esenciales para el desarrollo de las inmunidades innata y adquirida (Aitken et al.,
2011). Las integrinas son moléculas fundamentales en la migracion celular que
controlan las interacciones intercelulares y célula-matriz extracelular durante la
recirculacion y la inflamacién. Una de sus caracteristicas mas importantes es la
regulacion de su actividad adherente, independientemente de su grado de expresion
en membrana. Asi, los leucocitos circulantes en sangre mantienen sus integrinas en
conformacién inactiva para evitar contactos inespecificos con paredes vasculares no
inflamadas, pero cuando encuentran un foco inflamatorio, se produce una rapida

activacion in situ de sus integrinas (Corl et al., 2010).

Los leucocitos circulantes en el torrente sanguineo deben establecer contacto con la
pared vascular y adherirse a ella soportando fuerzas externas de deformacién para
iniciar la respuesta inflamatoria. El anclaje (tethering) y el rodamiento de los
leucocitos sobre el endotelio activado son los primeros pasos del proceso secuencial
de extravasacion, seguidos de la adhesion firme y la migracién transendotelial. Estos
contactos iniciales estan mediados esencialmente por selectinas y sus ligandos, y
requieren que haya flujo para ser eficiente. Aunque las selectinas y sus ligandos
tienden a interaccionar con afinidad variable, la elevada frecuencia de asociacion-
disociacion de sus interacciones les permite mediar contactos labiles y transitorios
entre leucocitos y endotelio (Aitken et al., 2011; Lubos et al., 2011). Estos contactos
producen la disminucion de velocidad de los leucocitos y permiten su rodamiento
sobre la superficie endotelial, favoreciendo las interacciones mediadas por integrinas

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas Opcion en Biologia Experimental 12



y sus ligandos, aumentando la adherencia de los leucocitos, lo que finalmente los

detiene en la pared vascular (Kobayashi et al., 2013).

Las selectinas (P, E y L) son glucoproteinas transmembrana de tipo | que se unen a
carbonohidratos fucosilados y sialilados presentes en sus ligandos, de forma
dependiente de calcio. La selectina L se expresa en la mayoria de los leucocitos,
mientras que la E y la P se expresan en células endoteliales activadas por estimulos
proinflamatorios, y en el caso de la selectina P también es expresada por plaquetas
activadas (Kobayashi et al., 2013). Aparte de la interaccion de la selectina L
leucocitaria con las selectinas P y E endoteliales, la proteina PSGL1 tiene un papel
dominante como ligando de las tres selectinas. De hecho, la union de PSGL1 a las
selectinas E y P promueve la interaccion de los leucocitos con el endotelio, mientras
que la unién de PSGL1 a la selectina L permite la interaccion entre leucocitos, por la
cual los leucocitos adheridos facilitan la captura de otros leucocitos circulantes en
zonas de endotelio inflamado, independientemente de que éstos expresen ligandos
para las selectinas endoteliales, proceso denominado reclutamiento secundario
(Mudau et al., 2012).

Las selectinas también pueden unirse a otras glucoproteinas, como CD44 o ESLA1,
en el caso de la selectina E, cada ligando parece desempefar un papel diferencial
durante el proceso de captura de neutrdfilos. Asi, PSGL1 es el principal ligando
implicado en la captura inicial de los leucocitos, mientras que ESL1 es necesario
para convertir las uniones transitorias iniciales en un rodamiento mas lento y estable.
Por ultimo, CD44 controla la velocidad de rodamiento e interviene en la polarizacion
de PSGL1 y selectina L, probablemente para permitir el reclutamiento secundario
(Takeuchi y Akira, 2010; Mudau et al., 2012). Las plaquetas también pueden actuar
como reclutadores secundarios de leucocitos debido a su capacidad de interaccionar
con ellos y con el endotelio simultdneamente. Ademas, son capaces de secretar
quimiocinas que se inmovilizan en la superficie luminal endotelial favoreciendo el
proceso de adhesion (Weber y Noels, 2011). La localizacion de los receptores de

adhesion es necesaria para su correcto funcionamiento durante el trafico leucocitario.
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Por ello, las selectinas, sus ligandos y las integrinas se encuentran agrupadas en los
extremos de los microvilli (microvellosidades) de los leucocitos. Por otra parte, el
anclaje de las selectinas al citoesqueleto de actina mediante proteinas como a-

actinina es necesario para su adecuado funcionamiento (Takeuchi y Akira, 2010).

Se ha demostrado que las selectinas activan multiples rutas de senalizacion, que
conectan con procesos como la reorganizacién del citoesqueleto de actina, tales
como la cascada de MAPK, Ras o Rac2 (Kobayashi et al., 2013). Por otra parte,
PSGL-1 activa también diferentes rutas de sefalizacion intracelular que tienen un
efecto inductor de la activaciéon de los leucocitos aumentando la expresion de
diferentes moléculas como las quimiocinas que estan implicadas en los pasos
siguientes del proceso de extravasacion y en funciones efectoras, asi como un papel
inesperado en la induccién de funciones tolerogénicas en células dendriticas (Mudau
et al., 2012).

Durante el establecimiento de los contactos iniciales con el endotelio vascular, los
leucocitos disminuyen su velocidad de rodamiento y se activan al encontrar
quimiocinas inmovilizadas y ligandos de integrinas expuestos en la superficie apical
endotelial. Este paso de activacion permite la parada y la adhesion firme de los
leucocitos al endotelio en condiciones de flujo fisiolégico (Roome et al., 2008). La
activacion del leucocito implica un marcado cambio morfologico: la célula
redondeada circulante se transforma en una célula promigratoria con morfologia
polarizada, en la cual se distinguen al menos dos regiones, el frente de avance vy el
urépodo. La polarizacién del leucocito permite a la célula la coordinacion de las
fuerzas intracelulares para producir la locomocion celular necesaria durante el

proceso de extravasacion (Kim et al., 2008).

Las quimiocinas unidas a los glucosaminoglucanos de la membrana apical endotelial
actuan sefalizando a través de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
localizados en las microvellosidades del leucocito, induciendo una gran variedad de

sefales “del interior al exterior” en fracciones de segundo, que conducen a multiples
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cambios conformacionales en las integrinas (Laudanna y Alon, 2006). La complejidad
y el corto margen de tiempo de los mecanismos de sefalizacion inducidos por las
quimiocinas que controlan la activacion de integrinas son compatibles con la
existencia de redes proteinicas compartimentadas y preformadas (sefalosomas) en
los leucocitos (Rudolph y Woods, 2005). La presencia de quimiocinas especificas en
diferentes lechos vasculares contribuye a orquestar el reclutamiento selectivo de las
diferentes subpoblaciones leucocitarias a los focos inflamatorios o a los 6rganos
linfoides secundarios (Laudanna y Alon, 2006). Ademas, las quimiocinas pueden
producir un efecto diferencial en integrinas especificas dentro del mismo
microambiente (Mehrad et al., 2007). La adhesion firme sigue a la captura de
leucocitos y es necesaria para la diapedesis de los leucocitos en el tejido inflamado.
La firme adhesion se logra mediante la union del ligando de neutrofilos a la molécula
de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion celular vascular-1
(VCAM-1) (Corl et al., 2008).

2.2.2. El papel del estrés oxidativo en las células endoteliales

El estrés oxidativo se entiende como el desequilibrio en la producciéon de ERO, de
ERN y la defensa antioxidante, y es un proceso relacionado con la inflamacion, que
genera una produccion excesiva de radicales libres que provienen de diferentes
fuentes, algunos participan activamente en la evolucion del proceso inflamatorio y

sus consecuencias (Kim et al., 2008).

La oxidacion en las células endoteliales desempena un papel clave en el dafo
endotelial y se considera el mecanismo temprano comun que contribuye al desarrollo
de muchas enfermedades cardiovasculares. La cantidad de especies reactivas,
incluidas ERO y ERN, aumenta cuando se produce la oxidacion en las células
endoteliales (Kim et al., 2008).

La acumulacién de ERO da como resultado una disfuncién mitocondrial, que incluye
la oxidacion de lipidos dentro de las mitocondrias y una disminucion del potencial
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transmembrana mitocondrial. La disminucion en el nivel de enzimas antioxidantes
puede obstaculizar la capacidad antioxidante de la célula, lo que lleva a una serie de
dafnos auto-perpetuados. Las ERO promueven la actividad de los factores
proinflamatorios nucleares sensibles a cambios redox, como el NF-kB (Figura 1)
(Roome et al., 2008). Este a su vez aumenta la expresion del gen codificante de la
enzima o6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), que promueve la sintesis de NO en
las células endoteliales y cuando este se libera en cantidades incontroladas, se

produce vasodilatacion periférica y necrosis tisular (Leyva y Quezada, 2008).

Durante los procesos inflamatorios, el NO puede ejercer toxicidad generando otras
ERN como el anién peroxinitrito, esto al reaccionar con el anion superéxido (Gomes
et al., 2008). El peroxinitrito se forma durante el proceso de la fagocitosis para
eliminar microorganismos invasores en una infeccion, ocasionando dafos celulares
por nitrosilacién que puede conllevar a causar diversas enfermedades crénicas. La
inflamacion crénica se asocia con elevados niveles de ERO y las cascadas
antiinflamatorias estan vinculados a bajas concentraciones de estas. Por lo tanto, el
estrés oxidativo y la inflamaciéon pueden ser vistos tanto como las causas como las
consecuencias de la patologia celular (Terlecky et al., 2012). Se ha demostrado que
el estrés oxidativo induce la disfuncién del endotelio, promoviendo el dafo y la
apoptosis, dando como resultado la muerte de las células endoteliales, lo cual ha
sido implicado en el desarrollo de diversas enfermedades cardiovasculares (Chen et
al., 2016).

El estrés oxidativo y la inflamacion también estan asociados con el mecanismo
fisiopatoldgico de mas de cien enfermedades cronicas degenerativas, entre las que
se pueden destacar el cancer, artritis reumatoide, obesidad, enfermedad de
Alzheimer, diabetes mellitus, entre otras (Rosado-Pérez y Mendoza-Nurnez, 2007).
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2.3. INFLAMACION EN ENFERMEDADES CRONICAS DEGENERATIVAS

Las enfermedades cronicas degenerativas son enfermedades complejas cuya
caracteristica en comun es la presencia de procesos inflamatorios. Varios factores
determinan el desarrollo de dichas enfermedades, por lo que la eficacia de su
tratamiento esta limitada. Ademas, son padecimientos de larga duracion y por lo
general de progresién lenta, consideradas como no transmisible, pero que producen
discapacidades fisicas y neuroldgicas que alteran la calidad de vida por imponer
invalidez funcional con el consecuente desajuste familiar. Las enfermedades
cardiacas, los infartos, el cancer, las enfermedades respiratorias y la diabetes son las
principales causas de mortalidad en el mundo, siendo responsables del 63% de las
muertes (Gershenson y Wisdom, 2013; OMS, 2014).

En este tipo de enfermedades, la inflamacién es un mecanismo de la respuesta
celular ante la agresion como el estallido oxidativo que se produce en diversas
células (monocitos, neutrofilos, eosindfilos, macréfagos, células endoteliales) (Gomes
et al., 2008). Cuando un 6rgano, sistema o todo el cuerpo estan continuamente con
inflamacion generalizada, ésta se convierte en el origen de las enfermedades
cronicas degenerativas. Uno de los principales eventos de esta es la destruccién de
los fosfolipidos de las membranas celulares que conlleva a la formacion de
prostaglandinas inflamatorias (PGE2) mediada por la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-
2), la cual estimula al sistema inmunitario para producir citocinas proinflamatorias
como TNF-a o IL-13, creando una cascada de reacciones inflamatorias

generalizadas y destructivas (Sordillo, 2005; Alluwaimi, 2004).

La inflamacion crénica es una de las principales causas de cancer e investigaciones
han demostrado que el mecanismo de accién involucra la participacién de agentes
oxidantes. La sobreproduccion de oxidantes conduce también a una eliminacion de
los sistemas antioxidantes enddégenos. Por lo tanto, la influencia de los radicales

libres en una determinada reaccion inflamatoria depende del equilibrio entre la
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produccion e inactivacién de estos metabolitos por las células y tejidos a través de

sus mecanismos protectores antioxidantes (Terlecky et al., 2012).

2.4. ANTIOXIDANTES Y ANTIINFLAMATORIOS

Debido a que la tensién oxidativa es un factor desencadenante metabdlico potente
para el proceso inflamatorio (Lansky et al., 2007), la regulacion de las
concentraciones de ERO y ERN intracelulares y extracelulares durante la inflamacion
tienen un papel crucial en el tratamiento de las enfermedades que presenten eventos

inflamatorios.

2.4.1. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que cuando estan presentes, retardan e inhiben la
oxidacion de sustratos susceptibles al ataque de los radicales libres. Todos los seres
vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia liberan radicales libres, lo cual es
incompatible con la vida a menos que existan mecanismos celulares de defensa que
los neutralice. A estas defensas se les denomina antioxidantes y se pueden clasificar
en endogenos o0 exdgenos. Dentro de los antioxidantes enddgenos, se encuentran
tres enzimas que son fundamentales en esta actividad: superdéxido dismutasa,

glutation peroxidasa y catalasa (Ighodaro y Akinloye, 2017).

Superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa son enzimas antioxidantes
que desempefian un papel indispensable en la capacidad protectora antioxidante de
los sistemas bioldgicos contra el ataque de radicales libres. El radical superdxido
generado en los tejidos a través del metabolismo o reacciones en las células se
convierte cataliticamente en perdxido de hidrégeno y oxigeno molecular por la
enzima superoxido dismutasa (SOD), esta enzima esta presente en el citosol
(dependiente de cobre y zinc) y la mitocondria (dependiente de manganeso). El H202
cuando se acumula es toxico para los tejidos o las células del cuerpo. Ademas, en
presencia de hierro se convierte en un radical hidroxilo nocivo (OH") a través de la
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reaccion de Fenton. Para prevenir este fendmeno, la catalasa (CAT, dependiente de
hierro) que es abundante en los peroxisomas, descompone H202 en agua y oxigeno
molecular, reduciendo consecuentemente el dafio inducido por radicales libres. Sin
embargo, la catalasa esta ausente en la mitocondria, por lo tanto, la reduccion del
H202 en agua y de los peroxidos lipidicos en sus alcoholes correspondientes se lleva
a cabo por la enzima glutatiéon peroxidasa (GPx, dependiente de selenio). Este
esfuerzo de proteccion colectivo se denomina defensa antioxidante de primera linea.
El papel y la eficacia de los antioxidantes de primera linea que incluyen
principalmente superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa son por lo tanto
importante e indispensable en toda la estrategia de defensa de antioxidantes,
especialmente en referencia al anion superdxido que se genera perpetuamente en el
metabolismo normal del cuerpo a través de varios procesos (lghodaro y Akinloye,
2017).

Los antioxidantes exdgenos pueden actuar como barreras fisicas de prevencion de
ERO y ERN, como atrapadores, neutralizadores e inactivadores de las especies
reactivas o de los factores que las producen. Como ejemplos de estos tipos de
antioxidantes se encuentran los filtros de luz UV, las membranas celulares,
pigmentos vegetales como los carotenoides y las antocianinas; algunos compuestos
que unen o inactivan metales pesados como la ferritina, ceruloplasmina y las
catequinas; antioxidantes destructores de ERO como el acido ascorbico, tocoferoles,

acido urico y flavonoides (Karadag et al., 2009).

Con base en el modo de accidn, los antioxidantes se clasifican como antioxidantes
primarios, secundarios y co-antioxidantes. Los primarios son capaces de donar un
atomo de hidrégeno a un radical lipidico, formando un nuevo radical mas estable que
conlleve a generacion de agua y/o oxigeno molecular. Los secundarios reaccionan
con los radicales iniciadores, pueden inhibir las enzimas que actuan durante la
generacion de éstos, o reducir el nivel de oxigeno sin generar ERO. Por lo tanto,
estos antioxidantes secundarios pueden retrasar las reacciones de los radicales

iniciadores por eliminacion de ellos. Generalmente esto ocurre al desactivar las
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especies de alta energia como el singulete de oxigeno; absorbiendo luz UV;
atrapando oxigeno; por quelacion de metales; o inhibiendo enzimas como
peroxidasas, la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, entre otras. Los co-antioxidantes
son principalmente los iones metalicos que participan como cofactores en la
activacion de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa, catalasa o glutation

peroxidasa (Singh y Singh, 2008).

2.4.2. Antiinflamatorios

Los antiinflamatorios esteroideos (AIES) son los mas potentes antiinflamatorios,
actuan sobre la inflamacién por diversas vias, por ejemplo, reducen el numero y la
activacion de eosinofilos, desencadenando la apoptosis de estos y disminuyendo
algunos de sus factores quimiotacticos que incluyen a la IL-3 y la IL-5, el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), entre otros.
También reducen la proliferacién de linfocitos T, e inducen la apoptosis de estos, al
disminuir la accion de la IL-2. Los AIES disminuyen la cantidad de monocitos (células
presentadoras de antigeno), células dendriticas, mastocitos, y otras células
inflamatorias, y por lo tanto inducen una disminucion en la produccion de citocinas y
mediadores proinflamatorios. Estos efectos son producidos por diversos
mecanismos, que incluyen entre otros la sintesis de proteinas con efecto
antiinflamatorio y la inhibicidon de la sintesis de numerosos factores proinflamatorios y
de crecimiento. En este grupo de farmacos se encuentran la dexametasona,
prednisona, prednisolona, metilprednisolona, cortisona, hidrocortisona, entre otros
(Gémez et al., 2011).

Por otro lado, los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) que, aunque poseen una
alta eficacia, provocan graves efectos secundarios, como dermatitis, osteoporosis,
hipertension, depresion, ganancia de peso y fundamentalmente padecimientos de
caracter gastrointestinal (Maroon et al., 2010). Uno de los mecanismos de accion de

los AINES es que actuan principalmente a través de la interaccién con citocinas
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proinflamatorias como interleucina 1 alfa (IL-1a), IL-18, IL-6 y TNF-a (Pountos et al.,
2011).

Los AINES actuan a partir de bloquear tanto la COX-1 y COX-2, a solo el bloqueo
selectivo de la COX-2 (meloxicam, celecoxib, rofecoxib, etoricoxib, valdecoxib) con el
fin de inhibir la respuesta inflamatoria y reducir la produccion de prostaglandinas
inflamatorias y tromboxanos. El gran impulso para desarrollar los inhibidores
selectivos de la COX-2 ha sido el reconocimiento de complicaciones importantes
asociadas con los AINES no selectivos de la COX-1 y COX-2. Los efectos
secundarios principales de los AINES no selectivos (piroxicam, diclofenaco e
ibuprofeno) incluyen el desarrollo de trastornos gastrointestinales como gastritis,
ulceras, hemorragias e incluso la muerte. Mediante el bloqueo de la COX-1, que
también actua normalmente para proteger la mucosa gastrointestinal, los AINES no
selectivos pueden causar un dano significativo al tejido gastrico y renal (Harris y
Schacky, 2004; Maroon et al., 2010).

Recientemente, la resistencia a los medicamentos como los AINES junto con los
efectos secundarios que ocasionan ha llevado a la busqueda de nuevas moléculas
para tratar procesos inflamatorios. Las drogas sintéticas a menudo han fallado en
este objetivo, dados los efectos secundarios que ellos presentan y a un mayor riesgo
de toxicidad aguda y crénica, lo que ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas de origen natural. Desde este punto de vista, el estudio de los aceites
esenciales ha experimentado un notable crecimiento, y muchas plantas que los

producen estan siendo evaluadas (Sharifi-Rad et al., 2017).

2.4.3. Antiiflamatorios y antioxidantes de origen vegetal

A pesar del enorme progreso en los ultimos afos en el desarrollo de nuevos
farmacos, la mayoria de ellos siguen presentando efectos secundarios, por lo que la
busqueda de nuevos agentes terapéuticos mas eficaces y seguros sigue siendo una
parte importante de la investigacion farmacéutica. En este sentido, el reino vegetal
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continia siendo una fuente interesante de nuevos agentes farmacolégicos, ya que
existen multiples plantas medicinales que poseen una gran diversidad de metabolitos
secundarios con variadas aplicaciones, de los que hasta el momento s6lo han sido

investigados una pequefia parte (Calixto et al., 2003).

La utilizacion de plantas medicinales en el tratamiento de diversas enfermedades
inflamatorias y de estrés oxidativo han sido desde siempre practicas comunes en la
medicina tradicional. Ademas, actualmente estas sustancias antiinflamatorias y/o
antioxidantes de origen vegetal presentan un interés renovado, ya que, ademas de
haber sido demostrada su eficacia, ofrecen en algunos casos ventajas con relacion a
los antiinflamatorios y antioxidantes clasicos, como es la baja incidencia de efectos

secundarios (Lépez-Luengo, 2003).

En la literatura existen varios trabajos sobre la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria y/o antioxidante que se han realizado tanto en extractos como en
metabolitos secundarios aislados de plantas (aceites esenciales, flavonoides,
iridoides, polifenoles, glucosinolatos, ginsendsidos, lignanos, entre otros). Estos
estudios se han realizado de manera guiada a través de diferentes modelos
farmacoldgicos tanto in vivo como in vitro. Muchos de estos compuestos funcionan
mediante la inhibicion de las vias inflamatorias en una manera similar a como lo
hacen los AINES. Ademas de la via de la COX, los compuestos de origen vegetal
han mostrado tener propiedades de inhibir la produccion de NO, la expresién de
iINOS vy los niveles de TNF-a, IL-183, IL-2, IL-6 y NF-xB (Setty y Sigal, 2005; Fahey et
al., 2007; Vazquez et al., 2008).

2.4.4. Efecto antiinflamatorio y/o antioxidante de aceites esenciales

Las plantas aromaticas son especies vegetales cuya importancia radica en poseer
aceites esenciales con un aroma y/o sabor que las hace util por su relevancia
econdmica, ademas de los grandes beneficios que para la salud humana conlleva su

consumo. En los ultimos afios, la demanda de estas especies y los productos
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derivados de ellas, tanto en el mercado nacional como internacional, ha
experimentado un aumento constante ya que presentan potencial para la obtencion
de metabolitos. Mas de 250 tipos de aceites esenciales se comercializan anualmente
en el mercado internacional, algunos de los cuales se emplean en aromaterapia y
para el tratamiento de varias enfermedades, incluidas las enfermedades

cardiovasculares y neuroldgicas, la diabetes y el cancer (Swamy et al., 2016).

La propiedad aromatica esta dada por componentes o fracciones volatiles que
quimicamente se denominan esencias o0 aceites esenciales, cuyos principales
constituyentes son los compuestos volatiles de tipo terpénico. Los terpenos son los
compuestos volatiles mas relevantes ya que constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios con mas de 40,000 moléculas diferentes. Los compuestos
terpénicos suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la union de
unidades de isopreno (cinco carbonos) e incluyen a otros grupos funcionales como

alcoholes, aldehidos, ésteres y cetonas (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los principios activos especificados anteriormente se pueden encontrar en hojas,
tallos, bulbos, rizomas, raices, flores, semillas y frutos. A los terpenos se les
considera uno de los grupos mas importantes de principios activos que han mostrado
notables propiedades farmacoldgicas de utilidad en terapéutica, como analgésicas,
antiinflamatorias, antioxidantes y sobre el sistema nervioso central (Forlin, 2012).
Este grupo de compuestos son producidos por las plantas aromaticas de algunas
familias como Apiaceae, Asteraceae, Campanulatae, Lamiaceae, Lauraceae,

Magnoliaceae, Rutaceae y Verbenaceae (Dewick, 2009).

Varios aceites esenciales de diversas plantas aromaticas presentan actividad
antioxidante y/o antiinflamatoria, ejemplo de ellos se muestran en la Tabla 2. El
aceite esencial de la manzanilla (Matricaria chamomilla) ha sido usado desde hace
siglos por su efecto antiinflamatorio (Kamatou y Viljoen, 2010). A diferentes terpenos
se les ha atribuido un efecto antioxidante y antiinflamatorio, como al eugenol, timol,

p-cimeno, linalol, B-cariofileno, tujona, 4-terpineol, componentes de los aceites
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esenciales de plantas como clavo (Eugenia caryophyllus), albahaca (Ocimum
basilicum), tomillo (Thymus vulgaris), Persea gamblei, Artemisia herba-alba, mirto

(Myrtus communis), entre otras (Daniel et al., 2009; Miguel, 2010).

La actividad antioxidante de los aceites esenciales y de los terpenos ha sido
ampliamente estudiada debido al potencial como preservativos, cosmeceéuticos o
nutracéuticos en la industria de alimentos y de cosméticos (Bakkali et al., 2008).
Respecto a las investigaciones sobre la actividad antiinflamatoria de este tipo de
compuestos, también se han incrementado en los ultimos afos, sobre todo por el
aumento de la incidencia de las enfermedades crénicas degenerativas, en las que se
desarrolla una inflamacion generalizada. En algunos trabajos se muestra que los
constituyentes de los aceites esenciales actuan de manera sinérgica debido a sus
principales componentes, pero cuando se aplican por separado hay una menor
actividad. Por lo tanto, el sinergismo y antagonismo deben ser estudiados para definir
si los terpenos en mezcla o separados muestran una mayor actividad antioxidante y
antiinflamatoria (Sharifi-Rad et al., 2017).

El efecto inhibitorio de estos aceites esenciales o de los terpenos en la producciéon de
citocinas proinflamatorias parece estar mediado por la supresién de la expresion
génica de estas citocinas. Hay evidencias de que aceites esenciales suprimen
significativamente la expresion del ARNm vy la proteina de las citocinas en células
estimuladas a inflamacién; asumiendo, por lo tanto, que el efecto inhibitorio de estos
aceites esenciales sobre la expresion de citocinas proinflamatorias se produce
principalmente a nivel transcripcional (Burkovska et al., 2007; Dung et al., 2009;
Dutra et al., 2009; Yoon et al., 2010). El aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris),
mayormente constituido por timol, significativamente inhibié la expresion total del
ARNm de IL-1B en colon de ratén, en un modelo de colitis inducida con TNBS (acido
2,4 ,6-trinitrobencen sulfénico) (Juhas et al., 2008).
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Tabla 2.

Ejemplos de plantas medicinales y sus compuestos terpénicos

principales con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

Compuestos

Actividad

Modelo Experimental

Referencia

Cinamaldehido

Antiinflamatorio

a-pineno,  Canfeno, DPPH
Artemisia annua Mirceno, 1,8-cineol, Antioxidante Macrofagos RAW Kim et al., 2015

Linalol, Cariofileno Antiinflamatorio | 264.7/LPS
Geranial DPPH Jamuna et al., 2017

Cymbopogon citratus Neral Antioxidante Método TAC
Mirceno Antiinflamatorio Edema en pata por Boukhatem et al.,

carragenina 2014

Carvacrol, Timol, DPPH

Eugenia caryophyllata Eugenol, Antioxidante Actividad COX-2 y 15- Leem et al., 2011

lipoxigenasa

Linalol DPPH
Lavandula angustifolia p-cimeno Antioxidante Edema en pata por | Da Silvaetal, 2015
Anetol Antiinflamatorio carragenina
Timol, p-cimeno, DPPH Arango et al., 2012
Lippia origanoides Mirceno Antioxidante ABTS
Germacreno, Edema en pata por | Kamatouy Viljoen,
Matricaria chamomilla Cariofileno, Antiinflamatorio | carragenina 2010
Chamazuleno
Piperitenona, DPPH Bichra et al., 2012
Mentha suaveolens Pulegona, Limoneno, Antioxidante Edema en pata por

Cariofileno Antiinflamatorio carragenina El-Kashoury et al.,
2014
DPPH, ABTS, FRAP
p-cimeno Ensayo de matriz de
Ocimum labiatum Linalol Antioxidante cuentas citométricas
Anetol Antiinflamatorio (CBA) en células | Kapewangolo et al.,
Mirceno mononucleares de sangre 2015
1,8-cineol periférica estimuladas con

fitohemaglutinina

Salvia officinalis

Tuyona, Canfor, 1,8-

cineol, a-pineno

Antioxidante

Antiinflamatorio

Modelo de estrés oxidativo
e inflamacién inducido con
LPS en
(Determinacion de CAT,
SOD, NO, TNF-a, NF-«kB)

ratas

Kolac et al., 2017
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2.4.5. Propiedades de los aceites esenciales del genero Satureja (Lamiaceae)

Las plantas medicinales y aromaticas de la familia Lamiaceae, también conocida
como la familia de las mentas, se han utilizado durante mucho tiempo en la medicina
tradicional de diferentes paises alrededor del mundo. Esta es una de las familias mas
grandes de plantas con flores distintivas, con aproximadamente 236 géneros y
aproximadamente 7200 especies en todo el mundo (Mamadalieva et al., 2017). En
este sentido, los aceites esenciales y extractos de varias especies del género
Satureja, las cuales pertenecen a la familia Lamiaceae, han sido estudiadas para
evaluar y validar sus diferentes efectos medicinales, destacando su actividad

antioxidante y antiinflamatoria (Figura 2).

Especies de Satureja

Antidiabético Antioxidante
Atrapamiento de radicales
S. bachtiarica
Hepatoprotector
~ ~ S. cuneifolia
ticolesterolém 8. calamintha < b
i il S. khuzestanica
S. macrantha
S. intermedia )
S. bachtiarica
S. thymbra
[ i S. khuzestanica }
8. cuneifolia P S. montana
S. khuzestanica
S. montana
S. khuzestanica 1/ \' S. macrostema
[ S. sahendica
S. macrostema Antiparaslhrlo Antianeerigono
S. thymbra . M .
RGPI'OdUC‘“VO 4 A“ﬁinfhmm S. intermedia
S. parnassica

\
{ /‘ - ~ < > S. sahendica

] S. wiede
S. khuzestanica i i
A S. khuzestanica S. macrantha
S. montana
Antimicrobiano S. spicigera

Figura 2. Diferentes especies de Satureja y sus propiedades relacionadas
(Modificado de Jafari et al., 2016).

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas Opcion en Biologia Experimental 26



Gulluce et al. (2003) evaluaron la actividad antioxidante del aceite esencial de partes
aéreas de S. hortensis, encontrando una mayor actividad con el ensayo DPPH. Con
este método, también se ha mostrado la actividad antioxidante del aceite esencial de
S. cuneifolia, S. spicigera (Eminagaoglu et al., 2007) y de S. cilicica (Ozkan et al.,
2007). De igual forma, se ha demostrado la actividad antiinflamatoria del aceite de
semilla de S. hortensis (Hajhashemi et al., 2011) y de S. khuzistanica (Amanlou et al.,
2005).

En algunas regiones de México habita la especie Satureja macrostema, de la cual su
aceite esencial presenta reportes etnobotanicos que indican sus propiedades
medicinales y su posible potencial antioxidante y antiinflamatoriao, aunque no se han

realizado investigaciones que comprueben dicho efecto.

2.5. METODOS DE EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y
ANTIINFLAMATORIA

Los modelos de inflamacion y estrés oxidativo permiten estimar el potencial de los
candidatos a ser farmacos antiinflamatorios y/o antioxidantes (Martinez et al., 2004).

Existen diversos métodos in vitro e in vivo que permiten estudiar dichos efectos.

Entre los métodos mas utilizados para determinar la actividad antiinflamatoria in vivo
se reporta el ensayo de edema en pata de rata inducida por carragenina, o la
inflamacion en la oreja de rata inducida por tetradecanoilforbol-acetato (TPA). Una
caracteristica principal de estos modelos en la rata es el perfil bifasico de la reaccién
inflamatoria que alcanza rapidamente su nivel maximo en pocas horas (1-3 h) y
mantiene este nivel hasta por 6 h. En intervalos de 2 a 6 h, las prostaglandinas
PGE1, PGE2 y PGF2 son los principales mediadores de la inflamacion. La respuesta
vascular se hace maxima y estable entre las 4 y 8 h, periodo adecuado para el
ensayo de agentes antinflamatorios (Gonzalez-Guevara et al., 2011)

Usar células como herramientas para estudiar el mecanismo bioquimico y molecular

de muchas enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares es esencial. Las
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fuentes de células endoteliales utilizadas en las investigaciones pueden clasificarse
por las especies y los 6rganos de los que se han derivado. El uso de lineas celulares
ha permitido conocer el comportamiento in vitro de todo tipo de células, en la
actualidad esta técnica es utilizada para la produccion de nuevos farmacos
(Rodriguez-Yanez et al., 2015).

El endotelio constituye una interfaz que separa la sangre circulante de los tejidos,
forma un tejido muy activo que modula muchos procesos fisiologicos y patoldgicos,
tales como eventos inmunoldgicos e inflamatorios. Las células endoteliales mas
comunmente utilizadas para el estudio de la inflamacién se obtienen de humanos, y
algunos animales también son fuentes de tales células para establecer modelos
experimentales, que incluyen cerdos, ratas y ganado bovino (por ejemplo, células
endoteliales de vena umbilical bovina, BUVEC) (Oviedo-Boyso et al., 2008;

Rodriguez-Yanez et al., 2015).

Cada experimento requiere el uso de células especificas de los d6rganos
correspondientes; por ejemplo, las células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC), que se obtienen de la vena umbilical humana, son ampliamente utilizadas
y reconocidas por los investigadores como un modelo bien establecido. Las células
HUVEC han sido empleadas en modelos inflamatorios ya que su activacion permite
la sintesis y liberacion de mediadores inflamatorios, incluyendo citocinas,
quimiocinas, ERO, ERN o enzimas. La infeccion de las células endoteliales por
bacterias o la presencia de productos bacterianos, activan las HUVEC a través de la
ruptura de las barreras fisicas y la penetracion de los tejidos locales (Schouten et al.,
2008; Rodriguez-Yanez et al., 2015).

Los métodos de evaluacion de antioxidantes pueden ser directos e indirectos. De
manera directa se estudia el efecto sobre sustratos como lipidos, aceites, proteinas,
ADN, plasma sanguineo y membranas biologicas. En estos métodos, los
antioxidantes compiten por el radical peroxilo con un radical libre atrapador de

referencia como la R-ficoeritrina, crocina y fluoresceina. El principio es medir la
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capacidad de absorbancia del radical superdxido, por la adicion de AAPH [2,2’-azobis
(2-amidinopropano) dihidroclururol] o AMVN [2,2’-azobis (2,4-dimetilvaleronitrilo)].
Otro ejemplo es el blanqueamiento del 3-caroteno durante la auto-oxidacién del acido
linoleico utilizando AAPH (Roginsky y Lissi, 2005).

Con el método indirecto se estudia la capacidad de los antioxidantes para atrapar
algunos radicales libres, no asociados con la degradacion real oxidativa, un ejemplo
clasico es la medicion de la capacidad para atrapar radicales libres generados in
vitro. Alternativamente, diversos compuestos cromogenos son utilizados para
determinar la capacidad de los compuestos con potencial antioxidante para captar
los radicales libres generados. Los métodos mas aplicados son ABTS (acido 2,2'-
azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) 'y  DPPH  (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
(Roginsky vy Lissi, 2005, Miguel, 2010).

Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también
muestran diferencias. EI DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente
sin una preparacién previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una
reaccion que puede ser quimica (didéxido de manganeso, persulfato de potasio),
enzimatica (peroxidasa), o también electroquimica. Con el ABTS se puede medir la
actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH
solo puede disolverse en medio organico. El radical ABTS<+ tiene, ademas, la
ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815
nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH presenta un pico de absorbancia a
515-520 nm (Mesa-Vanegas et al., 2015).

2.6. NURITE (Satureja macrostema)

Satureja macrostema ‘Moc. & Sessé ex Benth.” Briq. es una planta dicotiledénea que
pertenece a la familia Lamiaceae (Tabla 3), muy utilizada en la meseta Purépecha en
Michoacan, México, para sus eventos ceremoniales y religiosos a la que

comunmente llaman nurite (nurhitini t€), en donde también es una especie de gran
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importancia en la medicina tradicional, considerada como un simbolo de fertilidad
(Rzedowski y Rzedowski, 1985; Bello, 1993). De manera tradicional, el nurite es
utilizado como infusion o extracto alcohdlico para el tratamiento de infecciones y
malestares intestinales (estomatico, antidiarreico, tonico, espasmolitico y
carminativo), también se le atribuyen propiedades para tratar la infertilidad (Bello,
1993; Rodriguez, 1998; Aguilar, 2002).

S. macrostema es una especie compleja y los siguientes taxones han sido incluidos
como sus sinonimias: Melissa macrostema (Moc. & Sessé ex Benth); Calamintha
macrostema (Moc. & Sessé ex Benth. Benth.) (Rzedowski y Rzedowski, 1985) y mas
reciente, Clinopodium macrostemum (Moc. & Sessé ex Benth.) Kuntze (Govaerts,
2017).

Tabla 3. Clasificacion botanica de Satureja macrostema (Govaerts, 2017).

Plantae

Tracheophyta

Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Lamiales

Familia Lamiaceae

Satureja

Especie Satureja macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.) Briq.

S. macrostema es una planta arbustiva con olor a menta y flores color naranja, por lo
que es considerada como una especie aromatica (Figura 3). El aroma es debido al
contenido de los compuestos volatiles en su aceite esencial de partes aéreas (hojas
y tallos), a los que pudieran atribuirse muchas de sus propiedades. Los compuestos
volatiles que se han identificado en el aceite esencial obtenido por extraccion
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hexanica de hojas y tallos de plantas de S. macrostema cultivadas en invernadero
son los terpenos limoneno, linalol, mentona, pulegona y timol (Figura 4, Torres-
Martinez et al., 2014), algunos de ellos reportados con potencial antioxidante y

antiinflamatorio.

Se han realizado investigaciones que confirman algunos de estos efectos como la
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (Bello et al.,
2006; Damian-Badillo et al., 2008). Pérez-Gutiérrez y Gallardo-Navarro en 2010,
determinaron la capacidad antioxidante del extracto metandlico de S. macrostema el
cual exhibié potente captacion de radicales libres mediante el método DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidracilo), este efecto fue atribuido al contenido de fenoles presentes en

el extracto.

)fli vy

‘.

Figura 3. Planta de S. macrostema en estado vegetativo (A) y durante la floracion
(B) (Torres-Martinez, 2013).
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Figura 4. Cromatograma del aceite esencial obtenido por extraccion hexanica de
partes aéreas de plantas de S. macrostema cultivadas en invernadero
(Torres-Martinez et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades inflamatorias degenerativas son asociadas a miles de muertes al
ano, por lo cual, resulta de gran interés la busqueda de nuevos agentes naturales
que permitan controlar el equilibrio entre especies reactivas y mediadores

inflamatorios.

En particular, estudios sefialan que los aceites esenciales, compuestos
principalmente por terpenos, pueden contribuir a modular procesos inflamatorios y/o

oxidativos.

El nurite (Satureja macrostema), es una planta aromatica medicinal utilizada
tradicionalmente como antiinflamatorio; por lo cual, su aceite esencial y terpenos,
estructuralmente diversos, son candidatos para ser estudiados en modelos
experimentales in vitro, para determinar su efecto antioxidante y/o antiinflamatorio y
asi elucidar los principales mecanismos por los cuales modulan la respuesta

inflamatoria.
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4. HIPOTESIS

El aceite esencial de nurite (Satureja macrostema) presenta actividad antioxidante y
antiinflamatoria debido a la concentracion de sus compuestos terpénicos

mayoritarios.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antioxidante y antiinflamatorio del aceite esencial y los compuestos

terpénicos de nurite (Satureja macrostema).

5.1.1. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antioxidante in vitro del aceite esencial y los compuestos

terpénicos mayoritarios de nurite.

2. Evaluar el efecto del aceite esencial y los compuestos terpénicos de nurite
sobre la actividad enzimatica y produccion de radicales libres durante el estrés

oxidativo y nitrosativo en células de endotelio bovino.
3. Evaluar el efecto del aceite esencial y los compuestos terpénicos de nurite

sobre la expresidn de genes representativos de mediadores de la inflamacion

en células de endotelio bovino.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo y colecta de plantas de Satureja macrostema en invernadero para la
obtencion del aceite esencial por hidrodestilacion

Identificacion y cuantificacion de terpenos por CG-EM

Aceite esencial y terpenos mayoritarios
(1, 10, 100, 1000 pg/mL)

Determinacion de actividad antioxidante mediante generacion de radicales libres in vitro

* Metodos DPPH, ABTS y TAC

Citotoxicidad en Células Endoteliales Bovinas (BUVEC)

+ Meétodo de reduccion del MTT y Exclusion por Azul Tripano

Induccién del estrés oxidativo con H,0, Induccién de inflamacién con LPS

Analisis de la produccion de

EROYERN Determinacion de la Expresion de genes mediante PCR
. ERO citoplasmaticas y ac‘tl\'ld_ad l.je enzimas tlempo real
. ) antioxidantes
mitocondriales
. Anlc_m sup_verox!do . Catalasa « TNF-a
+  Radical Hidroxilo « IL-10

. Oxido Nitrico
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. MATERIAL BIOLOGICO

7.1.1. Plantas

Las plantas de Satureja macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.) Briq. utilizadas para
la realizacidon de este estudio se obtuvieron por micropropagacion (Torres-Martinez,
2013). Las semillas para el cultivo in vitro fueron recolectadas de plantaciones
establecidas en el area experimental de Nuevo San Juan Parangaricutiro,
Michoacan, México (19°25'23"N, 102°07'47"0), y la especie fue identificada por el
D.C. Miguel Angel Bello-Gonzalez (Facultad de Agrobiologia, Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo). Las plantulas aclimatadas fueron cultivadas
en macetas que contenian 1.5 kg de una mezcla de turba y perlita (1:1), en
condiciones de 50-60% de humedad relativa sin control de luz y temperatura, y se
regaron cada 5 dias con agua corriente. Las plantas fueron fertilizadas en el sustrato
una vez por mes con 1 g por maceta de Nutrigarden Excelso® (N-P-K, 17-17-17)
(Torres-Martinez et al., 2014). Las partes aéreas (hojas y tallos) de plantas de S.
macrostema de 6 meses de edad fueron recolectadas para obtener el aceite

esencial.

7.1.2. Células endoteliales

Las células de endotelio bovino, linea celular BVE-E6E7 (Oviedo-Boyso et al., 2008)
empleadas en el desarrollo de este trabajo fueron obtenidas a partir del banco de
células del Modulo 3 del Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
perteneciente a la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las células
endoteliales de vena umbilical bovina (BUVEC) presentan la caracteristica de estar
inmortalizadas con el oncogen tipo 16 EGE7 del virus del papiloma humano, su

cultivo y manejo se realizdé segun lo descrito por Alva-Murillo et al. (2012).
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7.2. MODELOS EXPERIMENTALES

La metodologia utilizada para cumplir con los diferentes objetivos del presente

trabajo se describe en los capitulos | y I

Los estandares de los terpenos identificados por CG-EM en el aceite esencial de S.
macrostema fueron adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich, México) y utilizados a

concentraciones de 1, 10, 100y 1000 pg/mL.

La identificacidon y cuantificacion de los principales terpenos que conforman el aceite
esencial de S. macrostema se determin6 segun lo descrito por Torres-Martinez et al.
(2014).

Los métodos utilizados para la generacion de radicales libres in vitro fueron DPPH
(Karamac et al., 2005), ABTS (Rufino et al., 2010) y TAC (Prieto et al., 1999).

La citotoxicidad en las células BUVEC se determiné por el método de reduccion de la
sal de tetrazolio MTT y por conteo celular mediante el método de exclusion de azul

tripano (Mosmann, 1983).

El efecto del aceite esencial y terpenos de Satureja macrostema sobre la produccion
citoplasmatica y mitocondrial de especies reactivas de oxigeno en las células BUVEC
se determind segun lo descrito por Tarpey y Fridovich (2001). La produccion del
anién superoxido y oxido nitrico (da Cunha et al., 2014), radical hidroxilo (Eruslanov y
Kusmartsev, 2010) y actividad de catalasa (Bak et al., 2014) de igual forma fue

determinada en las células BUVEC expuestas a peréxido de hidrogeno.
La extraccion de ARN, ADNc y posterior analisis de la respuesta inflamatoria en

células BUVEC se realiz6 mediante PCR en tiempo real segun lo descrito por Alva-
Murillo et al. (2012).
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8. RESULTADOS

8.1. CAPITULOI

Antioxidant activity of the essential oil and its major terpenes of Satureja
macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.) Brig. (Anexo 2).

Actividad antioxidante del aceite esencial y sus terpenos mayoritarios de
Satureja macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.) Briq.

8.1.1. Resumen

El objetivo de este estudio fue investigar la actividad antioxidante in vitro del aceite
esencial de Satureja macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.) Briq. (Lamiaceae), una
planta medicinal mexicana conocida como nurite. Partes aéreas frescas (hojas y
tallos) de plantas de S. macrostema cultivadas en invernadero durante tres meses se
sometieron a hidrodestilacion en un aparato tipo Clevenger para obtener el aceite
esencial. Los compuestos volatiles se identificaron por cromatografia de gases (CG)
y CGl/espectrometria de masas. La eficacia antioxidante del aceite esencial y sus
principales terpenos de S. macrostema fue examinada por tres métodos diferentes
de eliminacién de radicales en tres concentraciones (0.001, 0.01, 0.1 y 1 mg/mL):
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico
(ABTS) y capacidad antioxidante total (TAC). Los compuestos volatiles mayoritarios
del aceite esencial de nurite fueron cariofileno, limoneno, linalol, pulegona, mentona y
timol. El aceite esencial de S. macrostema mostré la mayor actividad de eliminacion
de radicales libres con los métodos DPPH y ABTS (53.10% y 92.12%,
respectivamente) a 1 mg/mL y 98% con el método TAC a 0.1 mg/mL. El timol ejercié
la mayor capacidad antioxidante con 0.1 mg/mL, alcanzando 83.38%, 96.96% y
98.57% mediante los métodos DPPH, ABTS y TAC, respectivamente. El carofileno,
limoneno, linalol, pulegona y mentona exhibieron una capacidad antioxidante <25%
con los métodos DPPH y ABTS; sin embargo, el limoneno mostré una TAC de
85.41% con 0.01 mg/mL. El aceite esencial de S. macrostema y timol mostraron una
actividad de eliminacion de radicales libres cercana a la del hidroxitolueno butilado
sintético.

Palabras clave: Radicales libres, hidrodestilacion, planta medicinal, nurite,
compuestos volatiles.
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aetlal parts of this plant contalins malnly terpenes as Bmonee, pulagon:,
and thymaol, suggesting thal some of Hs pharmacological effects could
e attributed 1o the presence of these valuable constituents ™ Limonene
and thymol are some of the ferpenes with higher antioxidant activily in
plants.

In spite of the high conient of terpenes in the essential ofl from
5. mcrosiema, iis anboxidant aciivity has noi been analyzed. This
winrk was conducted 1o the study of the antiioxidant aclivity of esseniial
ol from 5 emacrosfema obiained by ydrodistillation and evaluated
Inadividually its major terpenes b clucidale the compound(s) respomstible
fiowr free radical scavenging activily.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Plants of 5. macrosterna (Moc. and Sessé ex Benth.) Brig. were obtained
by micropropagation {data not shown), The seeds for 0 vitre Cullure
wire collected Trom planiations established in the experimenial arca
of Nuewo San Juan Parangaricutire, Michoacin, Mexioo (19725 23"N,
10X0F4T"W), and the species was idenitficd by Miguel Angel
Ballo-Gongdles PRI (Facully of Agrobiology, Universtdad Michoacana
deSan Micolds de Hidalgo), Flanis were grown in paods of 1.5 kg conlaining
a mix of peal moss and perlite (1:0), under conditlons of 50%-60%
ol relative humaddity withoul Tight and lemperature conbrol, and were
Irrigated every 5 days. The plants were fertilized in the subsirale once per
month with 1 g'pot of Muirigarden Bxcelso® (M-P-K, 17-17-17),125 The
acrlal parts (leaves and stems) of 5. ecrosienna plants of & months old
wiere collecled to oblain the essential oll.

Sample preparation

200 g of washed and fresh aerlal part (leaves and stems) of
& macrosfema plants were subjected o hydrodisiillation inoa
Clevenger-type apparaius, mixing ogether with 1000 ml. of disilled
waler Im a rownd flask. The operating temperature was 100°C and the
catraction was done between 2 and 4 . The essential ol was separated
from the hydrolyte by Bguid-Dguid partitoning In separating fennel
and removed with a micropipette. This was suspended 1n methanol at a
linal concentration of 1.0 mgfml and stored al 4%C in the dark uniil gas

5876

chromatography- mass speciromelry (G- MS) and antioxidant activity
analysiz,

Gas chromatography-mass spectrometry

The chemical composiiton of the essenttal ol and major ferpene
quaniification were realtzed wsing GO and GU/MS dala techniagues
reported by Torres-Martinez el al!? 1 upl. of the sample was Injected
Into an Agilent Technobogies (TES0A) GO equipped with a mass
detector (Agllent 5575C), which operated uging helium as a carrying gas,
wilh a low of 1 mL/min, with a splil iInjection {split 50:1) al a temperature
of 25070 in HP 5MS nonpolar capillary column (30 m o« 0.25 mm
imiernal diameter = 0225 wm Alm), under the fellowing condiiions: initkal
Temperatung of 50°C, followed by a 5™5CAmin ramg (o aitaim a lemperature
of 280°C during 1 min; another 25°C min ramp to raise the lemperature
o 380°C, during up to 3 min. The runtine was 50 min. The MS operaled
al a flow spoeed of | mldmin, with an jonization vollage of 70 eV, al an
Interface lemperature of 250°C, In a SCAN mode, and al a mass inlerval
of 50-500 mfe

The percentage of esseniial ofl constiuents was defermined by inlegration
of peak areas, the values shown correspond o the average value of three
Injections. The comprounds were | dentified by comparison of thelr retention
indices, relative to those of n-alkanes CR-C20, and by comparizon with a
hbrary of mass spectra with the NISTOZ mass spectral lbrary (Matlomnal
Inatttule of Standards and Technology), as well a5 by comparison of
thetr refention mdices with those described by Adams ™ Craniiative
delerminaiion was based on Ue total 1on count detected Dy the GO-ME,

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl free
radical-scavenging capacity

Measurement off the 1.2-diphenyl- 1 -porylhydraryl
(DPPH) (Sigma-Aldrich, Mexico) radical scavenging capaciiy was
carried oul according 1o Karamad ef o Brielly, two ml of 0.5 mmol/L
PPH In methanol (Meyer, Méxion) was mized with 100 pl. of different
concentrations of esential ol of 5 macrodfesa and wsing major
pure lerpencs in 00 (limonene, Hnalool, pulegone, menthone, thymol,
and caryophyllene: Sigma-Aldrich, Mexico) (0.001, 001, 0.0, and
1.0 mg'ml). After 20 min Incubation, the absorbance was measured al
517 non with ulieaviolei-visible (L'VIVIS) specirophotomeer {Genesys
10U, ‘Thermo Scteniificy. The percentage of Tree radical-scavenging
capacity was calculated by the following equation:

Radical scavenging capacily (%) = (Ag, — A WA, = 100,

Where A Ia the ahaorbance of DPPH mixed with eszential ol or
terpenes amd Ay b8 (he absorbance of DPPH in which sample has
been replaced with methanasl. All measurements were performad in
irtplicate and reporied as the average value. Butylated hydroxytoluene
(BT, 1.0 o' mill) {S1gmia- Aldri ch, Mexioo) was used as positlive control.

2,2'-Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acld cation radical-scavenging capacity

The radical scavenging capadly of the essential ol and
myjor ferpencs  of 8 macroslesss were  assayed  with
i LT wemobis-3-ethyibenzot hiaoline 6-sulfonic
actd (ABTS) (Sipma-Aldrich, Mesico) assay according o the protocol
of Rufino e al ™ with some moddications. The ABTS radical solution
was prepared mixing 74 mmol/l. ARTS and 26 mmol/l. potassiem
persalfate (Meyer, México), Samples of 100 ul, were subsequently
mixed with 1900 pl. ABTS radical solution, and the absorbance of the
resulling mixiures was measured afier 7 min &t 737 nm with UVIVIS
spectrophotometer. The free radical-scavenging capacily was calculaied
by the Following equation:
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Radical scavenging (%) = 100- {l.-\_*—AH]Mm = 101,

Where A is (he absorbance of the ABTS mixed wiih the sample,
.-'-__. 15 the absorbance of the ABRTS mixed with delonized water, and
Ay 15 the absorbance of the sample mixed with detonized water. BHTT
(1.0 mgfml) (Sigma- Akdrich, Mexico) was used as positive control

Total antioxidant activity by phosphomolybdenum
method

The total antioxidant capacity (TAC) of the esential oll and lerpencs
was evaluated according to the method described by Prieto ef ol &
An allgquiol of 100wl of sample solulion was combined with SR pl,
of reagent solutton (06 M sulfuric acd, 28 mM sodium phosphate,
and 4 mM ammonium molybdate) (Sigma- Aldrich, Mexico), For
the blank, 100 wl. of delenized water was used in place of the sample,
The wbes were incubated 10 a bofling water bath al 95°C for %0 min,
After the samples were cooled al room lemperature, the absorbance
of the aguesis solullon of cach sample was measared al 695 nm In
the spectrophotometer (Genesys 10 UV, ‘Thermo Scienitiic). The tofal
antoxldant acibvity was calculated by the following equation:

TAC (%) {I'ﬂ-ph Al P ) o 100,

Where 15 the absorbance of the sample mixed with the reagent
solutlon, A__ o 18 the abserbance of delonized water mixed with the
sample, and Ay 5 the absorbance of the reagent sobtion mixed with
wiler, Ascorbic acd (00001, 0.00, and 0.0 mgfml) (Sigma- Aldrich,
Mexica) was used as positive control.

Statistical analysis

[Dala were expressed as means + standard deviations. Dferences i DPPH
and ARTS radical scavenging capaciies among the essential ofl and major
terpenes were analyaed by one-way analysis of vartance and Tukey's test
(IMPR). Dhilerences were considered statistcally sigmtlicant at P < 0,05,

RESULTS

Chemical composition of the Satureja macrostema
essential oil

The ecssentizl il of the aerlal part from 5. maorestesna oblained by
hydrodistillation showed amber color with a mild aromatic odor,
The average vleld was 135% on [resh welght basts, The chemeal
composiilon of the ofl 15 presented In Table 1. in which the major
lerpenes are Hsted In order of thelr elutlon. A total of six constiluents,
representing 69.40% from the total o, were identified by GO/MS,
Resulis showed that the major compaound was the monolerpene kelone
pulegone, followed by lnalool, thymol, Bmonene, caryophyllene, and
menthone,

Talble 1: Major compounds identiied and quantified in the essantial ofl of
Saturejmmacrostama abitzined by hydmodistillation wsing gas cheomatogaphy-
Mmass spectimetry

Retention  Compound
tme  name

EKl  R¥l  Comtent(%F  Content

(pogi®

(min}

(TYE} Limonene [T T 553 ATOI0I
1212 Limadool (R liEs a2 1439058
1455 Menthone 112 1154 09 2EEH00F
1610 | Y 4 123 2550 T2
1952 Thiyrued E ] 1464 126808
2101 Carophpllens 1425 1417 308 345103

SConbent s ihe prak volune peroentage of compounds in the cssential ofl sample
ot is freeshy weeight. FXCE Eaperimental Kot netention inde REE Rifireso
Eawals retention mdex
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Antioxidant activity of essential oil

Employing the DPPH method, the essenttal ofl of £ macrosiema
showed antoxidant activity from 0.1 mg/ml, with 1243% of Tres
radical-scavenging | Figure 1a) and 25.95% by ARTS method [Frgure 1],
‘The highest antioxidant activities (53.1%) were oblained with
1 megg'mll. by DPPH methed [Flgure 1a], 92.12% with the ABTS method
[1 mygfenl, Figure 1), and 98% of TAC with 0.1 mgfml. [Figure Tc]. The
antbooddant activity of essential ofl from 5 macroslema by EIPFH method
was higher than BHT and similar with ARTS method. The essential ol
showed an anfioddant activity mwore efficlent than ascorbic acid with
TAC assay | Pigure 1c].

Antioxidant activity of the major terpenes

The results refated to the anfloxidant capacily assays of the major
terpenes from 8 seacrosiema essential oil show that thymaol has the
Tgthest activily, reaching B3,38%, 98.20%, and 98.57% with (.1 mg'mL
by DPFPH, ABTS, and TAC methods, respectively [Flgure 2], Thymol
was most effident by PPH method than BHT and showed a simdlar
scavenging free radical activity defermined by ARTS [Figure 23 and 2b].
On the other hand, monene, lnalool, menthone, and pulegono
exhibited low or almost null antioxidant activity determined by
DEFPH and ABTS methods, and this aciiviiy did nol exceed the 25%
al | mgi/ml [Figure 23 and 2b). However, Hmonens presented e
higher antioxidant actbty (98.74%), followed by thymol (98.57%),
Tinalool (75.88%), and ascorbic ackd (62A3%) [Figure 2c].

‘These resulis indicate that ihe terpenes present in the essential ofl of
5. macrostera, obtalned by hydrodistillation, exert a high free radical
scavenglng capacity, being the thymaol the main responsible of this effect

DISCUSSION

The chembcal analysis by GO/MS of cssential oll from acrial parts
{stenms and leaves) of 8, macrastema obained from ydrodistilkaten
indbicated that the essential odl mainly contains pulegone, 3 monoler pemns
ketone, with a content of 3208 pglg welght resh; which coincldes
with reporis of other medicinal plants from Lamdaceae. Pulegone 18
the msjor terpene o Mentfa puleetum,™ M. pirerta ™0 and Satureia
species a3 Solurefa parvifoiis and Sefwrea odore % Hewever, linalool
and thymiol were also found at high contenis with 1439 and 12,68 pgip
welght fresh, respectively. In addition, major volaliles were accompanied
by less abundant terpenes as lMmonene (479 pg'p welght fresh),
caryophyliene {345 pp'e welght fresh), and menthone (2,68 pgy weight
fresh). These are constiluents Trom essential olls of medicinal plants
from Lamiaceae such as M. pipertta™ M. longtfolia, ™ Minthostachys
verticiibela, ™ Schizonepeia tenugfolia 1! and Agestache rugose 1™
Gaenerally, the major componenls defermine the Mological properiies
of the essential olls of medicinal plants. Depending on the bype and
concentration of lerpenes, they can exhibit different Mological activiiies
such as antimicrobial, anticancer, and antidiabetic; they have also been
assoclaled with hepatoprolecive, cardiovascular diseases, spasmalylic,
and carminative activitics. Recent reports suggest that, al least In part, the
encountered beneficial effects of essential olls are due o the pro-oxsdant
eflects al celhsbar leved -1

‘The esential ofl from 5 macrostemd showed high antioxidant activity
i vilro {>50%) at 1 mgml. with DPPH (53.11%) and ABTS (92.13%),
activities higher or similar that those ejected by 1 mg/ml. of BT showing
30.39% and 97.23% of activity, respectively, Howeser, ai .1 mg/ml, the
esseniial ol reached al 98.25% of TAC, ong value greater than the effect
ohserved with ascorbic acld (62.43%).

‘The antioxidant activity produced 2t 0.1 or 1 mg'mL of the esseniial odl
of & macrostema 15 grealer thal the actvity reporled for the esseniial

S877
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W
)

* Martiosidant activity

B % Antioxidant activity L1
T & & & 3%

# Arvtiowkdant activity
B oE g 2 B

Fgure ¥ Antlockdant activity of essential oll of Saturefa macosterma
determined by theee methods: @) 2.2-diphenyd-1-plorylhyd mayl,
{by  Z2-azinobis-3-ethylbenzothizzofine-&-sulfonic acid,  and
iy iofal antloxidant capacity, Different letters indicale  significant
difference (P = 005, 0 = & Tukey's Tosth

ol of diverse medicinal plants from Lamilaceae {Thvems vadparss,
M. affictnalts, Pogeslerion cablin and Roserartnis officimalis), wihilch
showed antioxidant activity =50% at 3 mgfml. ™

The anttogldant  activity  of essential ofl from 5 mracrostem,
demanstrated by the three methods of oo radical scavenging used In
the presems research, was aitributed 1o the hgh coplent of lerpenes,
The most powerful scavenging constiwent by DPPH and ABTS was
Toumd 1 Be Uhyine] showing Q4075 amd 99.52% of activity. respectively,
percentages of anthooddant acitvity higher than BHT {303%% and
97.23%, respectively) al |ompgfml, Thymol ad Umonens shown (e
higher anttoxddant activity determined by TAC method with 98.57% and
98, 74%, respectively, percestages hgher ihan ascorbic acid (62 43%) al
0.1 mygfml..

‘The synergiste effect between terpenes of 8. macrosiena csseniial o1 can
b dlue 1o the Interaction of monelerpenes with hydnoay] subsiiuents,
such as thymaol and Bnadeol. In addition, U combination of Tamaenene
and caryophyllene enhances Lhis effiect as has been reported for esseniial
ol from mamy medicinal plants, =24

The high content of thymaol (36.5%) 18 responsible of the antioxidant
aciivity (>809%) of T spetfalfoins™ 1 vulers®™ and  oregamoe
essentlal ofl (£ vulgare sep. dirtue).™ In fact, thymel Is responsible for
the antioxidant activily of many essenlial ofls where (1 15 prosent e
However, I the cssential ol of Thymas coespiiilius, Thymus carioratis,
and Thymus masichirg, the antloxsdant sctvity 18 related to the high

s&78

|

Agure 2 Antheddant  activity  of  the  major  terpenes
of  Saiursje  mocrostema essentlal ol cdetermined by
thioe methods: i#1} x2-diphonyl-1-plorylhydrazyl

i 2.2-azmobis-3othylbenzathieline-&sullonk. ackd, and (€ tofal
anficeckdant capacity, Different keftars Indicate significant differences in
each block of concantration (P = 00%, 1= & Tukey's testy

conlents of Hoabeol, whike thymol 15 almost absentT* peraliperanial,
ciironellal, somenthone, and menthone in M officenais" and
menthone and somenthone 0 M, jonpiola and M piperitat™ ane
related to the antioxdant activity Some alkene lerpenes such as
terpanene snd caryopdiylene ilso show antioxidant capacity by retarding
the peroxtdatton of Inobalc acd ¥

Puilegomee 15 an oxygensted monolerpens with 2 kefone group which gives
a low reactivity. The essendtal oll of M. melegrom and Menthe suaveolons
shown a low free radical scavenging aciivily dise io the high contend of
pudegone " [ agreement with this, In the present wark, we detected that
althotgh padegon e ks the mapor lerpene of the cssential oll ol £ rmacreem,
It shows a lower antioxidant activity. Thas, this activity could be alirthated
it comilent, which 15 in apreement with odher reporis e

With these resulits, 11 15 possible 1o estabdish that the pharmacelogical
eifects aitribuied o 5. macrosterma in Mexican folk medicine are due in
part to the antogldant activity, which has glse been Bnked Ly other specles
o Sedurpf 29 The emsenisal of] of 5. macrosterma may be constderc
as peleniial natural antioxldanis and used w prevent oxidative siress thal
conibribuies fo many degenerative discases,

CONCLUSION

The main compenend found i the essential ol of the aerfal part
of & morosfema was  pulepone,  [ofowed by linalool,  ymol,
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Iimonene, caryophyllene. and menthone. The essential oll of &
siracriratenia {1 mgfml) showed a free radical scavenplng activity close
Lo that from the synthetic BHT or ascorbic actd. The thymel presented
greatest antioxidant activity at 0.1 mg'ml and Imonene showed a TAC
at 0,01 mgg'ml., while caryophyllene, linalool, pulegone, and menthone
shiowed a lower antloxidant aclivity.
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8.2. CAPITULO II

Efecto protector del aceite esencial y terpenos mayoritarios de Satureja
macrostema contra el estrés oxidativo en células endoteliales y su
participacion como reguladores de la respuesta inflamatoria.

Protective effect of essential oil and major terpenes of Satureja macrostema
against oxidative stress in endothelial cells and their participation as regulators
of the inflammatory response.

8.2.1. Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar las actividades citoprotectoras, antioxidantes
y antiinflamatorias del aceite esencial de partes aéreas de Satureja macrostema y
sus terpenos mayoritarios en células endoteliales de vena umbilical bovina (BUVEC)
bajo estrés oxidativo inducido por H202, y un estado inflamatorio inducido por LPS.
La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de reduccion del MTT (Bromuro 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio) y exclusion por azul tripano. Las células
BUVEC se incubaron con el aceite esencial y terpenos (limoneno, linalol, mentona,
pulegona, timol y cariofileno) de S. macrostema (1, 10, 100 y 1000 pg/mL). La
produccion de ERO y ERN; asi como la actividad de la catalasa, se midieron en las
células BUVEC incubadas con H202 (2%, 24 h) después del pretratamiento con el
aceite esencial y terpenos de S. macrostema (1, 10 y 100 pg/mL). La cuantificacion
de la expresion de los genes de las citocinas TNF-a y IL-10, se realiz6 con el
pretratamiento de las BUVEC con el aceite esencial de S. macrostema y los terpenos
pulegona y timol para su posterior incubacion con LPS (100 ng/mL). El
pretratamiento de las BUVEC con el aceite esencial de S. macrostema y los terpenos
limoneno, linalol, mentona, pulegona, timol y cariofileno no mostraron citotoxicidad a
concentraciones de 1, 10 y 100 ug/mL. La produccion de ERO citoplasmaticas y
mitocondriales, asi como el NO, anidn superoxido y radical hidroxilo en las BUVEC
tratadas con H202 disminuyd con el aceite esencial y los terpenos mayoritarios a
concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL. La actividad de la enzima catalasa se
incrementd con el aceite esencial y los terpenos timol y pulegona. La expresion de
TNF-a disminuy6 con el pretratamiento del aceite esencial de S. macrostema, timol y
pulegona (1, 10 y 100 ug/mL). La expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10 se vi6
incrementada con el aceite esencial y timol a las concentraciones analizadas. Los
resultados revelaron efectos citoprotectores, antioxidantes y antiinflamatorios del
aceite esencial de S. macrostema y sus terpenos mayoritarios contra el estrés
oxidativo e inflamacion inducidos por H202 y LPS, respectivamente, en las células
BUVEC.

Palabras clave: Células de endotelio bovino, citocinas, compuestos terpénicos,
inflamacion, radicales libres.
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8.2.2. Abstract

The objective of this study was to evaluate the cytoprotective, antioxidant and anti-
inflammatory activities of the essential oil of aerial parts of S. macrostema and their
major terpenes in bovine umbilical vein endothelial cells (BUVEC) under oxidative
stress induced by H202 and an inflammatory state induced by LPS. Cell viability was
evaluated by the MTT reduction assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) and trypan blue exclusion. BUVEC cells were incubated
with the essential oil and terpenes (limonene, linalool, menthone, pulegone, thymol
and caryophyllene) of S. macrostema (1, 10 100 and 1000 pg/mL). The production of
reactive oxygen and nitrogen species; as well as the activity of catalase, were
measured in BUVEC cells incubated with H202 (2%, 24 h) after pretreatment with the
essential oil and terpenes of S. macrostema (1, 10 and 100 pg/mL). Quantification of
the expression of cytokine genes TNF-a and IL-10, was carried out with pretreatment
of BUVEC with essential oil of S. macrostema and the terpenes pulegone and thymol
for its subsequent incubation with LPS (100 ng/mL). Pretreatment of BUVEC with
essential oil of S. macrostema and the terpenes limonene, linalool, menthone,
pulegone, thymol and caryophyllene showed no cytotoxicity at concentrations of 1, 10
and 100 pyg/mL. Production of cytoplasmic and mitochondrial ROS, NO, superoxide
anion and hydroxyl radical in BUVEC treated with H202 decreased with the essential
oil and the six maijor terpenes at concentrations of 1, 10 and 100 yg/mL. The activity
of the catalase enzyme was increased with essential oil and terpenes thymol and
pulegone. On the other hand, expression of TNF-a decreased with pretreatment of
essential oil of S. macrostema, thymol and pulegone (1,10 and 100 pg/mL).
Expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 was increased with essential olil
and thymol at the concentrations analyzed. The results revealed cytoprotective,
antioxidant and anti-inflammatory effects of the essential oil of S. macrostema and
their major terpenes against oxidative stress and inflammation induced by H202 and
LPS, respectively, in BUVEC cells.

Key words: bovine endothelium cells, cytokines, free radicals, inflammation,
medicinal plant, terpenic compounds.

8.2.3. Introduccién

La inflamacion es la respuesta del sistema inmune para evitar estimulos perjudiciales
como patégenos o tejidos dafnados. Tanto la inflamacién aguda como la crénica
juegan un papel esencial en la restauracion de la homeostasis (Serhan et al., 2007;
Ricciotti y FitzGerald, 2011). En los procesos inflamatorios, las células endoteliales
secretan NO en exceso, PGE2 y citocinas proinflamatorias, como TNF-a y otras
interleucinas (IL). Los mediadores proinflamatorios, particularmente la enzima 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS) para la produccion de NO vy la ciclooxigenasa (COX-
2) para la produccion de prostaglandinas, han demostrado la promocion y/o
progresion de diversas enfermedades inflamatorias humanas (Zamora et al., 2000;
Wright et al., 2010).
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El estrés oxidativo es causado principalmente por la reduccién de la capacidad de los
sistemas antioxidante celulares y la produccion de grandes cantidades de ERO y
ERN. El anidon superéxido, el radical hidroxilo y el perdxido de hidrogeno son las
principales ERO; el 6xido nitrico y peroxinitrito son las ERN mas relevantes (Schulz
et al.,, 2004; Touyz y Briones, 2011). Dichas especies son moléculas altamente
reactivas y toéxicas generadas en las células bajo actividades metabdlicas normales.
Sin embargo, en respuesta a una variedad de factores de estrés, su produccion
aumenta. Estas especies reactivas pueden causar dafo oxidativo a proteinas,
lipidos, enzimas y ADN, y también se han relacionado con la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares (Valko et al., 2007; Ray et al.,
2012). También el estrés oxidativo puede alterar algunas funciones celulares del
tejido endotelial, fomentando el envejecimiento celular como factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Kim y Byzova, 2014; Vara y Pula,
2014, Sies, 2015). El envejecimiento vascular se ha asociado con la reduccion de la
biodisponibilidad del 6xido nitrico, la disfuncion de las células endoteliales, la
inflamacion y la senescencia del endotelio vascular (Dantas et al., 2012; Tian y Li,
2014). Las células endoteliales son reguladores importantes del estado redox
esencial para el mantenimiento homeostatico (Czypiorski et al., 2013; Konradi et al.,
2015).

Las células endoteliales poseen un excelente mecanismo de eliminacion para evitar
el exceso de lesion celular inducida por radicales libres, estos mecanismos
protectores de defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica reducen el estrés
oxidativo al atrapar las especies reactivas (Schnabel et al., 2006). Estos incluyen
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutasa (SOD), que cataliza la
dismutacion de aniones superoxido a peroxido de hidrogeno; catalasa (CAT), que
convierte el H202 en oxigeno molecular y agua; glutation peroxidasa (GPx), que
cataliza la degradaciéon de H20:2 e hidroperdxidos. En el nivel no enzimatico, ciertas
vitaminas y otros compuestos antioxidantes eliminan los radicales libres y retrasan la
oxidacién de las moléculas (Schnabel et al., 2006; Bak et al., 2012).

Las sustancias antioxidantes mejoran la funcion endotelial protegiendo a las células
endoteliales de la toxicidad oxidativa, al evitar la formacion o neutralizando los
radicales libres, mediante la inhibicion de las reacciones de oxidacion, previniendo
asi, la peroxidacién lipidica y aumentando las respuestas vasodilatadoras
dependientes del endotelio (Praticd, 2005; Houston, 2013). Estudios recientes han
indicado que un alto consumo de antioxidantes a base de plantas se asocia con un
menor riesgo de enfermedades cardiovasculares. Ademas, estos antioxidantes han
demostrado tener efectos anti-apoptéticos sobre las células endoteliales vasculares
después de la exposicion a agentes oxidantes como el peréxido de hidrogeno (Kris-
Etherton y Keen, 2012; Safaeian et al., 2015).

Debido a las necesidades del mercado farmacéutico, los agentes antiinflamatorios y
antioxidantes que se originan de los productos naturales utilizados en la medicina
tradicional son un importante foco de interés para esta industria (Akkol 2012; Russo
et al., 2015). En este contexto, las plantas aromaticas y medicinales, particularmente
sus aceites esenciales, estan siendo evaluadas para determinar su actividad
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antioxidante y antiinflamatoria, con el propdsito de comprobar su uso en la medicina
tradicional y proponer nuevos medicamentos (Wei y Shibamoto, 2007). Ademas, la
pertinencia de evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria, entre otras
porpiedades de los aceites esenciales, recae principalmente a que pueden ser
utilizados como aditivos naturales en la industria de alimentos y bebidas
(Tongnuanchan y Benjakul, 2014; Rezaie et al., 2015; BoZovic y Ragno, 2017).

Diversos aceites esenciales, como los de las plantas de la familia Lamiaceae
(Mentha spp, Satureja spp, Thymus vulgaris, Melissa officinalis y Rosmarinus
officinalis), se utilizan ampliamente para diversos fines en todo el mundo (Tomaino et
al., 2005), ya que son ricos en compuestos terpénicos y fendlicos con alta capacidad
antioxidante (Hashemi et al., 2011; Serrano et al., 2011; Giweli et al., 2012; Bagheri
et al., 2013; Cavar et al., 2013; Carhuapoma et al., 2014; Moghadam, 2015;
Benabdallah et al., 2016). Recientemente, en investigaciones realizadas por nuestro
grupo de trabajo se demostré que el aceite esencial de Satureja macrostema ‘Moc. &
Sessé ex Benth.” Briq., obtenido por hidrodestilacién, presenta una alta actividad
antioxidante in vitro, siendo el timol el compuesto terpénico responsable de una
actividad superior al 80% a 0.1 mg/mL (Torres-Martinez et al., 2018).

S. macrostema es una planta aromatica utilizada en la medicina tradicional
mexicana, comunmente conocida como nurite, la cual se consume en preparaciones
alimenticias e infusiones, como un efectivo aperitivo y para el tratamiento de diversas
enfermedades de tipo intestinales, cutaneas y hepaticas (Dominguez-Vazquez y
Castro-Ramirez, 2002).

En la presente investigacion se evalud el efecto protector del aceite esencial de S.
macrostema obtenido por hidrodestilacion, a partir de partes aéreas frescas, asi
como de los terpenos mayoritarios (pulegona, linalool, timol, limoneno, cariofileno y
mentona) en células endoteliales de vena umbilical bovina (BUVEC). Primeramente,
se determind la citotoxicidad en éstas y posteriormente la actividad bajo un modelo
de estrés oxidativo inducido por perdoxido de hidrogeno, estimando la produccién de
ERO y ERN, asi como de la enzima antioxidante catalasa. De igual manera, se
analizé su actividad antiinflamatoria en BUVEC expuestas a lipopolisacarido,
analizando la expresion de citocinas pro- y antiinflamatorias TNF-a e IL-10,
respectivamente.

8.2.4. Materiales y Métodos
Obtencidn del aceite esencial de Satureja macrostema

Las hojas y tallos frescos de plantas de Satureja macrostema cultivadas en
invernadero durante 3 meses (200 g), fueron sometidas a una extraccién por
hidrodestilacién durante 2-4 h (100°C) en un aparato tipo Clevenger para la
obtencion del aceite esencial, el cual se prepard a concentraciones de 1, 10, 100 y
1000 ug/mL para su analisis. Los terpenos mayoritarios identificados por CG-EM
(pulegona, linalool, timol, limoneno, cariofileno y mentona) (Capitulo |, Torres-
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Martinez et al., 2018) fueron adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich, México) y
utilizados a las mismas concentraciones que el aceite esencial de S. macrostema.

Actividad citotdxica en BUVEC

La citotoxicidad se determind mediante los métodos MTT [Bromuro 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma-Aldrich) y exclusién por azul tripano
(Mosmann, 1983), utilizando etanol 2% (vehiculo) y actinomicina 0.1% como control
positivo de muerte celular. Para este analisis se utilizaron células endoteliales de
vena umbilical bovina (BUVEC), crecidas en placas de 96 pozos con medio minimo
esencial DMEM (Sigma-Aldrich, México) suplementado con 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB, Gibco®) e incubadas a 37°C/5% CO2 por 24 h. Cuando las células
alcanzaron el 80% de confluencia, se cambi6 el medio por DMEM incompleto (sin
SFB) durante 12 h. Posteriormente las células se trataron con el aceite esencial de S.
macrostema y con cada uno de los terpenos que lo constituyen (1, 10, 100 y 1000
pg/mL), disueltos en etanol a una concentracion maxima de 2%. Entonces, 10 pL de
solucion de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio, 5 mg/mL) en Buffer
de fosfatos (PBS) fue adicionado a cada pozo e incubados durante 4 h a 37°C.
Finalmente, 100 pL de SDS 10% (Dodecilsulfato sddico, Sigma-Aldrich, México)
fueron adicionados para disolver los cristales de formazan. La densidad 6ptica fue
medida con lector de microplacas (BIO-RAD) a 595 nm. La viabilidad de las BUVEC
también fue determinada usando el ensayo de exclusion por azul tripano, donde las
células fueron contadas en un contador celular automatizado (BIO-RAD, TC20).

Produccion citoplasmatica y mitocondrial de ERO en BUVEC

Para los experimentos de evaluacion de produccion de ERO, las BUVEC se
cultivaron hasta confluencia de 80% en placas de 24 pozos (Corning-Costar). Las
células fueron sincronizadas con medio DMEM libre de SFB durante 12 h.
Posteriormente, se trataron durante 24 h con el aceite esencial y terpenos de S.
macrostema, a concentraciones de 1, 10 y 100 ug/mL, utilizando etanol 2% como
vehiculo. Posteriormente, el estrés oxidativo fue generado agregando peroxido de
hidrogeno al 2% a cada condicion durante 24 h. Como tratamientos controles, las
BUVEC se trataron con vehiculo (etanol al 2%), peroxido de hidrégeno al 2% con
etanol 2% y 10 ug/mL de BHT (Hidroxitolueno butilado, Sigma-Aldrich, México).

Para detectar las ERO, se utilizaron dos métodos (Tarpey y Fridovich, 2001): Las
BUVEC de cada condicion se despegaron con tripsina (5 mg/mL) y fueron
transferidas a tubos para su centrifugacion (5000 rpm/10 min) para un posterior
lavado con buffer de fosfatos (PBS) libre de antibidticos; las células fueron incubadas
(37°C, 5% CO2) durante 30 minutos con dihidroetidio (DHE 5 uM, Molecular
Probes®, excitacion a 500-530 nm y emisién a 590-620 nm) para la determinacién de
ERO citoplasmaticas. Las ERO mitocondriales se detectaron usando
dihidrorodamina-123 (DHR 5 pM, Molecular Probes®, excitaciéon a 500 y emisién a
536 nm) durante el mismo tiempo de incubacion; la fluorescencia se detectd para
ambos métodos mediante citometria de flujo, utilizando un citdmetro de flujo BD
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Accuri™ C6 flow cytometer (BD Biosciences) y el software BD Accuri C6 Analysis
Software.

Produccién del anion superoxido, radical hidroxilo y 6xido nitrico en BUVEC

La determinacién de la producciéon de los radicales superéxido e hidroxilo se realizd
cultivando las células BUVEC en placas de 24 pozos (confluencia de 80%). Las
células fueron sincronizadas con medio DMEM libre de SFB durante 12 h y tratadas
durante 24 h con el aceite esencial de S. macrostema y con cada uno de los
terpenos que lo constituyen (1, 10 y 100 pg/mL), utilizando etanol al 2% como
vehiculo. La produccion de los radicales libres fue generada con perdxido de
hidrogeno al 2% durante 24 h.

Los controles de los ensayos fueron, etanol 2%, la mezcla peroxido de hidrogeno 2%
con etanol 2% y el antioxidante comercial BHT (10 pg/mL). Transcurrido el tiempo de
los tratamientos, las células BUVEC de cada condicion se despegaron con tripsina (5
mg/mL) y fueron recuperadas por centrifugacion a 5000 rpm/10 min. Posteriormente,
las células fueron lavadas con PBS libre de antibiéticos.

Para detectar la produccidén del anion superéxido y NO se utilizaron dos sondas
fluorescentes (da Cunha et al., 2014), incubando las células (37°C, 5% CO32) durante
20 min con dihidroetidio (DHE 2.5 pM, Molecular Probes®, excitacion a 500-530 nm vy
emision a 590-620 nm) para determinar el anidén superéxido. El 6xido nitrico se
detectd usando diacetato de 4,5-diaminofluoresceina durante el mismo tiempo de
incubacion (DAF-2DA 10 uM, Sigma-Aldrich, México) visualizando la fluorescencia a
una longitud de onda de excitacion de 488 nm y emision a 515 a 540 nm. La
determinacion del radical hidroxilo se realiz6 usando diacetato de 2', 7'-
diclorodihidrofluoresceina (H2-DCFDA 2 uM, Molecular Probes®, Excitacién a 492-
495 nm y emixién a 517-527 nm), con un tiempo de incubacién de 45 min (Eruslanov
y Kusmartsev, 2010). La fluorescencia se analizé mediante citometria de flujo,
utilizando un citémetro de flujo BD Accuri™ C6 flow cytometer (BD Biosciences) y el
software BD Accuri C6 Analysis Software.

Actividad de catalasa (CAT) en BUVEC

Las células BUVEC fueron cultivadas en placas de 6 pozos con medio minimo
esencial DMEM, suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco®) e
incubadas a 37°C y una atmosfera de 5% CO:2 hasta una confluencia del 80%.
Después las células fueron sincronizadas con medio DMEM incompleto (libre de
SFB) durante 12 h, para después tratarlas durante 24 h con el aceite esencial de S.
macrostema y los terpenos que lo constituyen (1, 10 y 100 pg/mL), asi como con los
controles (vehiculo, etanol al 2%; peréxido de hidrégeno 2% con etanol 2%; y 10
Mg/mL de BHT, Hidroxitolueno butilado). Posteriormente, el estrés oxidativo fue
inducido con peroxido de hidrégeno al 2% durante 24 h.

La actividad de CAT fue determinada por el método modificado descrito por Bak et al.
(2014). Las BUVEC de cada condicién se despegaron con tripsina (5 mg/mL) y
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fueron homogeneizadas en vortex durante 15 segundos con 1 mL de PBS libre de
antibidticos (PBS 50 mM, pH 7.0) para su lisis y posteriormente centrifugadas a
12000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante de la lisis celular fue utilizado para
determinar la concentracion de la enzima CAT usando el método de Bradford, donde
la proteina BSA (albumina de suero bovino, Sigma-Aldrich, México) se uso como
estandar. La actividad de CAT se midié al mezclar el equivalente a 5 uyg/mL de lisado
celular mas 3 pL de H202 al 3% y completado a un volumen final de 250 pyL con
buffer de fosfatos (PBS 50 mM, pH 7.0). Las muestras se incubaron durante 5
minutos a 37°C y la absorbancia fue determinada a 240 nm. El cambio en la
absorbancia es proporcional a la descomposicién del H202 y por consiguiente a la
actividad de la enzima CAT de cada muestra.

Respuesta inflamatoria en BUVEC mediante RT-gPCR

Para determinar el efecto del aceite esencial de S. macrostema y los terpenos
mayoritarios de éste, sobre la expresidon de genes de la respuesta inflamatoria
(citocinas pro- y antiinflamatorias), se extrajo ARN de las BUVEC para obtener el
ADN complementario (ADNc) y realizar el analisis mediante PCR en tiempo real
(qPCR), con el método descrito por Alva-Murillo et al. (2012).

Las BUVEC fueron cultivadas en placas de 6 pozos con medio DMEM, suplementado
con 10% de SFB, hasta conseguir una confluencia del 80%, éstas fueron
sincronizadas durante 12 h y tratadas durante 24 h con el aceite esencial de S.
macrostema, los terpenos pulegona y timol (1, 10 y 100 pyg/mL) y el vehiculo etanol
2%. Concluido el tiempo de tratamiento, el estado inflamatorio fue inducido al
adicionar 100 ng/mL de lipopolisacarido (LPS) a las BUVEC de cada condicion,
incubando por un periodo de 24 h. La extraccion de ARN total se realizé con Trizol de
acuerdo con las indicaciones del proveedor (TRIzol Reagent, Invitrogen), el cual se
utilizé para sintetizar el ADNc mediante el kit First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific). La retrotranscripcion se realizé en 20 uL conteniendo 1 pL de
Oligo d(T) a 500 pg/mL y 1 uL de dNTPs (10 mM, Invitrogen). La reaccién se incubo
a 65°C por 5 min e inmediatamente fue transferida a hielo. Se afnadié 4 pL de First
Strand Buffer 5X (Invitrogen), 2 pL de ditiotreitol (0.1 M) y 0.5 pyL de inhibidor de
RNAsa (40 U/uL, Invitrogen) para su incubacion a 37°C durante 2 min. Finalmente, la
enzima transcriptasa reversa M-MLV (10 U/uL, Invitrogen) fue agregada y se realizé
una incubacion a 37°C por 50 min, seguido de 15 min a 70°C. Este ADNc se utilizd
para establecer los niveles de expresion de los genes de TNF-a e IL-10 mediante
reacciones de RT-gPCR.

Los oligonucledtidos especificos utilizados para las BUVEC se muestran en la Tabla
4. Ademas, se amplificé el gen endégeno GAPDH bovino (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) para verificar la integridad del ARN y la eficiencia de la RT-PCR. La
cuantificacion relativa de la expresion de genes se realizd con el método Ct
comparativo (AACt) en el sistema StepOne Plus de Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems) de acuerdo con las especificaciones del proveedor. La reaccion
se llevd a cabo con 5 yL de USB® VeriQuest™ Fast SYBR® qPCR Master Mix
(Affymetrix® USB® Products), 0.9 uL de cada oligonucledtido (directo y reverso a 10
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pmol/uL), 3 L de ADNc (83.3 ng/mL) y 0.2 uL de agua grado biologia molecular para
un volumen final de 10 pL por reaccion.

Anélisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar o error estandar
de la media, con una n variable segun cada ensayo. El analisis estadistico se realizo
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por una prueba de
Tukey (Software JMP 8). Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas a P <0.05. Para el analisis de RT-gPCR, los valores mayores a 2 y
menores a 0.5 fueron considerados como significativamente diferentes (Morey et al.,
2006). Los datos fueron normalizados respecto al control vehiculo etanol 2%.

Tabla 4. Oligonucledtidos especificos utilizados para la determinar la respuesta
inflamatoria en las células endoteliales mediante gPCR (Alva-Murillo et al.,

2012).
Oligonucledtido Secuencia (5°-3") Tamaiio del Temperatura de
fragmento (pb) alineamiento
(°c)
Interleucina 10 F GATGCGAGCACCCTGTCTGA
(IL-10) R | GCTGTGCAGTTGGTCCTTCATT-3 129 59
Factor de necrosis F CCCCTGGAGATAACCTCCCA
tumoral alfa
R | CAGACGGGAGACAGGAGAGC 101 55.5
(TNF-a)
Gliceraldehido 3 F | TCAACGGGAAGCTCACTGG
fosfato
deshidrogenasa R | CCCCAGCATCGAAGGTAGA 237 56.9
(GAPDH)

8.2.5. Resultados

Efecto citotoxico del aceite esencial y terpenos de S. macrostema sobre
BUVEC

El aceite esencial de nurite (S. macrostema) y los terpenos pulegona, linalool y
mentona, no mostraron una disminucién sobre la viabilidad de BUVEC, encontrando
que no ejercen un efecto inhibitorio sobre éstas a las concentraciones de 1-100
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Mg/mL durante 24 h, ya que mantienen una absorbancia promedio de 1.2 que
equivale a un numero superior de 50,000 células vivas/mL.

Sin embargo, a la concentracion de 1000 ug/mL de los terpenos limoneno, timol y
cariofileno, la viabilidad disminuyd considerablemente al compararlo con el control
etanol 2% (Figura 5A y 5B), presentando valores de abosrbancia menores de 1
(<50,000 células vivas/mL). En la figura 6 se muestran micrografias de BUVEC, en
las que se presentan células sin dafio tratadas con etanol 2% (Figura 6A), y células
dafadas y en suspensién en el medio de cultivo cuando fueron tratadas con
limoneno (Figura 6B), timol (Figura 6C) y cariofileno (Figura 6D). Estos resultados
llevaron a seleccionar las concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL del aceite esencial y
terpenos de S. macrostema para las siguientes evaluaciones.

Efecto del aceite esencial y terpenos de S. macrostema sobre la producciéon de
ERO citoplasmaticas y mitocondriales

Después de los ensayos de citotoxicidad celular, se examinaron los efectos
protectores que ejercen el aceite esencial y los terpenos mayoritarios de S.
macrostema, en las células BUVEC tratadas con H202 sobre la produccion de ERO
citoplasmaticas y mitocondriales usando dos sondas fluorescentes; DHE y DHR,
respectivamente.

Cuando las células se trataron con etanol al 2% en conjunto con H202 2%, se
observdé un aumento de 2.35 veces en la generacion de ERO citoplasmaticas en
comparacion con las células tratadas solo con el vehiculo (etanol 2%) (Figura 7A). El
pretratamiento durante 24 h con el aceite esencial y los terpenos limoneno, linalol,
mentona, pulegona, timol y cariofileno, disminuyd hasta 5.23 veces la produccién de
ERO citoplasmaticas mediada por H202 de una manera marcada en las tres
concentraciones analizadas (1, 10 y 100 pg/mL) (Figura 7A), destacando que el timol
ejercio la mayor disminucion de ERO citoplasmaticas (barras azules, Figura 7A).

Las ERO mitocondriales se incrementaron hasta 2.08 veces al tratar las BUVEC con
etanol al 2% mas H202 2%, al compararlas con las células tratadas con el vehiculo
(etanol 2%) (Figura 7B). La disminucion en la produccién de las ERO mitocondriales
ejercida por el aceite esencial y los seis terpenos, puede observarse en la figura 7B,
donde la pulegona y cariofileno mostraron la mayor disminuciéon de dichas ERO a
100 pg/mL, hasta 6.93 y 8.20 veces, respectivamente (Figura 7B). EI BHT (10 pg/mL)
también disminuyd la formacién de ERO citoplasmaticas y mitocondriales en
presencia de H202 en las células BUVEC (Fig. 7A y B), sin llegar a los niveles
ejercidos por el aceite esencial y terpenos de S. macrostema. Estos resultados
sugieren que el aceite esencial y terpenos de S. macrostema actuan como
antioxidantes al proteger y eliminar directamente la generacion excesiva de ERO en
las células BUVEC tratadas con H202, tanto mitocondriales como citoplasmaticas.
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Figura 5. Efecto del aceite esencial y terpenos mayoritarios de Satureja macrostema

sobre la viabilidad en células endoteliales bovinas BUVEC. La evaluacién
se realizd por los métodos: A) reduccion del MTT; y B) exclusion por azul
tripano. Asteriscos indican diferencia significativa en cada bloque de
tratamiento en comparacion con el vehiculo (etanol 2%) % desviacion
estandar (n=12, Prueba t- Student p<0.05).
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Figura 6. Imagenes representativas de la citotoxicidad ejercida por terpenos de
Satureja macrostema sobre las células BUVEC; A) vehiculo (etanol 2%);
B) limoneno (1000 pg/mL); C) timol (1000 pg/mL); y D) cariofileno (1000
pMg/mL). Micrografia (40X) de células endoteliales de vena umbilical bovina
(BUVEC) tomada con un microscopio invertido.
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Figura 7. Efecto del aceite esencial y terpenos mayoritarios de Satureja macrostema
sobre la producciéon de ERO citoplasmaticas (A) y mitocondriales (B) en
células BUVEC. Asteriscos indican diferencias significativas en cada
bloque de tratamiento en comparacién con el control H2 (etanol 2% +
Peroxido de hidrégeno 2%) + desviacion estandar (n=8, Prueba t- Student
p<0.05).
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Efecto del aceite esencial y terpenos de S. macrostema sobre la produccion de
anion superoéxido y radical hidroxilo

En la figura 8A se muestra la disminucion en la produccion del anién superoxido en
presencia del aceite esencial y los terpenos de S. macrostema (hasta de 4.82 veces)
en comparaciéon con las BUVEC estimuladas con etanol 2% y H202 2% (barra gris),
inclusive el efecto en la disminucién es mayor que el ejercido por el antioxidante
sintético BHT-10 pg/mL (disminucion de 2.86 veces, barra naranja). Puede
observarse que el timol (1, 10 y 100 ug/mL) presentd el mayor efecto al mostrar la
disminucion mas notoria de hasta 5 veces aproximadamente (barras azules). Asi
mismo, fue considerable la disminucion de 4.75 veces del anion superoxido ejercida
por 100 yg/mL de limoneno (barras verdes) y 1 yg/mL de cariofileno (barras color
rosa) (Figura 8A).

Utilizando la sonda fluorescente H2DCFDA para evaluar el nivel de produccion del
radical hidroxilo en respuesta a la induccion del estrés oxidativo con H202, las células
BUVEC tratadas con etanol 2% y H202 2% mostraron un aumento significativo en la
produccion del radical hidroxilo de hasta 2.08 veces (barra gris, Figura 8B) en
comparacién con el control VEH (etanol 2%, Figura 8B). Sin embargo, el
pretratamiento de las células endoteliales con el aceite esencial y los terpenos de S.
macrostema redujeron hasta aproximadamente 4.5 veces la produccidon del radical
OH- en comparacion al control H2 (Barra gris, Figura 8B). Ademas, la intensidad de
fluorescencia de las células, indicativa del nivel de OH- intracelular, con el tratamiento
previo de timol (1, 10 y 100 pg/mL) fue menor que el control antioxidante BHT-10
Mg/mL (disminuciéon de 2.68 veces, barra naranja), mostrando la reduccién mas
significativa en los niveles del radical hidroxilo entre todos los diferentes
pretratamientos (Figura 8B).

Efecto del aceite esencial y terpenos de S. macrostema sobre la produccion de
oxido nitrico (NO)

La produccion de NO en las BUVEC tratadas con el vehiculo-etanol 2% (barra azul
claro, Figura 9) fue considerado como el control de comparaciéon (1 numero de
veces). El estimulo de H202 2% mas el vehiculo aumento la produccion de NO hasta
1.88 veces (barra gris, Figura 9). Sin embargo, la produccién de NO disminuy6 en las
células endoteliales pretratadas con el aceite esencial y terpenos mayoritarios de S.
macrostema, encontrando la mayor disminuciéon con 100 pg/mL del aceite esencial
(disminucion de 3.62 veces) y con 100 pg/mL de timol (disminuciéon de 5.74 veces).
Dichos valores fueron mayores a los ejercidos por el antioxidante BHT-10 pg/mL
(disminucion de 2.74 veces, barra naranja), como se observa en la Figura 9.

Efecto del aceite esencial y terpenos de S. macrostema sobre la actividad de
catalasa (CAT)

Cuando las células se trataron con el aceite esencial de S. macrostema, la actividad
de CAT aumentd 1.76 veces (barras negras) en comparacion con el control etanol
2% mas H2022% (barra gris, Figura 10).
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Figura 8. Efecto del aceite esencial y terpenos mayoritarios de Satureja macrostema

sobre la produccion de ERO en BUVEC; Anion superéxido (A) y radical
hidroxilo (B). Asteriscos indican diferencias significativas en cada bloque
de tratamiento en comparacion con el control H2 (etanol 2% + peréxido de
hidrogeno 2%) + desviacion estandar (n=8, Prueba t- Student p<0.05).
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Figura 9. Efecto del aceite esencial y terpenos mayoritarios de Satureja macrostema
sobre la producciéon de 6xido nitrico (NO) en células BUVEC. Asteriscos
indican diferencia significativa en cada bloque de tratamiento en
comparacién con el control H2 (etanol 2% + perdxido de hidrogeno 2%) +
desviacion estandar (n=8, Prueba t- Student p<0.05).

El compuesto timol mostré un efecto positivo al aumentar 1.62, 1.91 y 2.11 veces la
actividad de CAT en las tres concentraciones analizadas (1, 10 y 100 pg/mL, barras
azules), incluso el incremento fue superior al mostrado por el aceite esencial y el
control positivo BHT-10 ug/mL (barra naranja), esto en comparacion con el control
etanol 2% mas H202 2% (barra gris) (Figura 10).

Efecto del aceite esencial y terpenos de S. macrostema sobre la expresion de
genes relacionados con la respuesta inflamatoria en células BUVEC

A partir de los resultados de viabilidad celular, el aceite esencial y los terpenos
pulegona y timol, éstos fueron utilizados a las concentraciones de 1, 10 y 100 ug/mL
para determinar la expresion de genes de la respuesta inflamatoria, utilizando la
técnica de qPCR, analizando la expresion del gen de la citocina proinflamatoria TNF-
a (Factor de Necrosis Tumoral a) y del gen de la citocina antiinflamatoria 1L-10
(Interleucina 10), al inducir un estado inflamatorio en las BUVEC con Lipopolisacarido
(LPS, 100 ng/mL). Los terpenos limoneno, linalol, mentona y cariofileno fueron
omitidos de este andlisis por no presentar resultados significativos sobre la
produccion de especies reactivas en los distintos métodos utilizados anteriormente.
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Figura 10. Efecto del aceite esencial y terpenos mayoritarios de Satureja macrostema
sobre la actividad de catalasa en células BUVEC. Asteriscos indican
diferencia significativa en cada bloque de tratamiento en comparacién con
el control H2 (etanol 2% + perdéxido de hidrogeno 2%) £ desviacion
estandar (n=8, Prueba t- Student p<0.05).

Se observo que el tratamiento control de LPS mas etanol 2% (LPS-ETOH, barra gris)
indujo hasta 7.35 veces la expresion de TNF-a al compararse con el vehiculo etanol
2% (numero de veces=1), y encontrando que el aceite esencial de S. macrostema y
los terpenos timol y pulegona a las tres concentraciones analizadas, mostraron un
efecto sobre la disminucion de la expresidon de TNF-a hasta mas de 6 veces,
comparado con la condicion LPS-ETOH (Figura 11).

Por otra parte, la expresion del gen de la citocina antiinflamatoria IL-10 aumenté con
el aceite esencial y timol, alcanzando un maximo de hasta 14.46 y 23.76 veces,
respectivamente a 100 ug/mL, en comparacion con el control LPS-ETOH (3.6 veces)
(Figura 12). La pulegona no mostré un efecto significativo sobre la induccién de IL-10
(Figura 12). Estos resultados demuestran que el aceite esencial de S. macrostema y
sus terpenos pulegona y timol ejercen una actividad antiinflamatoria a las
concentraciones analizadas, ya que inhiben la expresion del gen de la citocina
proinflamatoria TNF-a inducido por el LPS en las células BUVEC, mientras que
inducen la expresion del gen antiinflamatorio IL-10, incluso mas que el LPS.

Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas Opcion en Biologia Experimental 61



Expresion relativa de TNF-o (No. de veces)

Figura 11.

Expresion relativa de IL-10 (No. de veces)

VEH: Vehiculo (Etanol 2%)
LPS-VEH: Lipopolisacarido (100 ng/mL}) + Vehiculo (Etanol 23)

30

]
w

]
[=]
L

=
n

-
Q
|

L
|

VEH LPS-VEH 1 10 100 1 10 100 1 10 100 pg/mL

Controles Aceite esencial Pulegona Timol

LPS (100 ng/mL)
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macrostema sobre la expresion del gen de TNF-a en células BUVEC.
Asteriscos indican diferencia significativa en cada bloque de tratamiento
en comparaciéon con el control LPS-VEH (Lipopolisacarido 100 ng/mL +
etanol 2%) + error estandar (n=4, se considerd significativos los valores
mayores a 2 y menores a 0.5).

VEH: Vehiculo {(Etanol 2%)
LPS-VEH: Lipopolisdcarido (100 ng/mL) + Vehiculo (Etanol 2%&)

VEH LPS-VEH 1 10 100 1 10 100 1 10 100 pgfmL

Controles Aceite esencial Pulegona Timol

LPS (100 ng/mL)

Figura 12. Efecto del aceite esencial y terpenos mayoritarios de Satureja macrostema

sobre la expresion del gen de IL-10 en BUVEC. Asteriscos indican
diferencia significativa en cada bloque de tratamiento en comparacién con
el control LPS-VEH (Lipopolisacarido 100 ng/mL + etanol 2%) % error
estandar (n=4, se considerd significativos los valores mayores a 2 vy
menores a 0.5).
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8.2.6. Discusion

Los resultados de esta investigacion demuestran el efecto protector del aceite
esencial y de los terpenos mayoritarios (pulegona, linalol, timol, limoneno, mentona y
cariofileno) de S. macrostema contra el estrés oxidativo inducido por H202 en las
células BUVEC, en un intervalo de concentraciones de 1 a 100 ug/mL. Ademas, se
demostré que el aceite esencial y terpenos de S. macrostema regulan la expresion
de citocinas pro- y antiinflamatorias durante un estado inflamatorio en las BUVEC
inducido por LPS.

Las células endoteliales son el blanco de citocinas proinflamatorias, tales como el
TNF-a, y también las producen para reclutar leucocitos hacia el sitio de la
inflamacioén, como parte de una respuesta inmune innata. Se ha reportado que un
aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias conduce a la activacion de
las células endoteliales, lo cual induce la sintesis y liberacion de mediadores
inflamatorios como las citocinas pro- y antiinflamatorias (TNF-a, IL-13, IL-10),
quimiocinas, ROS o RNS. En este sentido, la infeccion de las células endoteliales por
parte de bacterias o la presencia de productos bacterianos, tales como el LPS,
también activan a las células endoteliales a través de la ruptura de las barreras
fisicas y la penetracion de los tejidos locales, por lo cual es utilizado como un modelo
de activacion del endotelio (Schouten et al., 2008; Alva-Murillo et al., 2012).

El aceite esencial y los terpenos mayoritarios de S. macrostema no mostraron efecto
citotoxico sobre las células BUVEC a las concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL. Las
células endoteliales tienen un papel crucial en la regulacion de las funciones
fisiolégicas vasculares. Numerosos estudios han indicado el papel del estrés
oxidativo en el desarrollo de la disfuncion del endotelio (Higashi et al., 2009; Onat et
al., 2011). En esta investigacion, se utilizé una linea celular endotelial de vena
umbilical bovina (BUVEC), la cual es un modelo comparable con las células
endoteliales humanas HUVEC, cuyas caracteristicas principales son que presentan
buena homogeneidad, rapida capacidad de expansiéon y marcadores de un estado
redox bien caracterizados, siendo éstas un modelo de estrés oxidativo en células
endoteliales (Kris-Etherton y Keen, 2012; Safaeian et al., 2015).

El peroxido de hidrogeno es un radical no libre con capacidad oxidativa, se usa
ampliamente como sustancia patron para inducir el estrés oxidativo y la apoptosis en
diversos tipos celulares, incluidas las células endoteliales (Safaeian et al., 2015).
Como molécula pequefa que carece de carga electroquimica, el H202 puede pasar
facilmente a través de la membrana celular y actuar como un segundo mensajero
intracelular en algunos procesos vasculares, como la remodelacion, el crecimiento, la
inflamacion y la apoptosis (Pinazo-Duran et al., 2014). Después de la exposicion de
las células endoteliales a compuestos toxicos oxidantes como el H202, o productos
bacterianos como el lipopolisacarido, se produce una respuesta inflamatoria que
incluyen expresion aumentada de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1),
selectina P, regulacion ascendente de la proteina 1 quimiotactica de monocitos
(MCP-1), activacion del NF-«xB, liberacién de citocinas y quimiocinas al sitio de la
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inflamacion y produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (Donato et al.,
2015; Konradi et al., 2015; Sies, 2015).

El aceite esencial de S. macrostema disminuyé la produccion de especies reactivas
de oxigeno a nivel citoplasmatico y mitocondrial, reduciendo la cantidad del radical
superoéxido, hidroxilo y oxido nitrico en las células BUVEC expuestas a peroxido de
hidrogeno como inductor del estrés oxidativo. A su vez, el aceite esencial aumento
hasta 1.76 veces mas la actividad de la enzima antioxidante catalasa,
demostrandose la capacidad antioxidante que presenta este aceite esencial al
proteger del dafio oxidativo generado por el H202. En este mismo sentido, el aceite
esencial mostré un efecto antiinflamatorio al disminuir la expresion del gen de la
citocina proinflamatoria TNF-a y aumentar la expresion de la citocina antiinflamatoria
IL-10. En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, se demostré que el aceite
esencial de S. macrostema, posee capacidad antioxidante al presentar la capacidad
de atrapar radicales libres generados en modelos in vitro como el DPPH, ABTS y
TAC (Torres-Martinez et al., 2018), pero se desconocia si el aceite esencial
participaba regulando los mecanismos de estrés oxidativo como produccion de ERO
y ERN, asi como la activacion de los sistemas antioxidantes enzimaticos y la
regulacion de la respuesta inflamatoria en un modelo de endotelio celular.

Se ha reportado que los aceites esenciales de diversas plantas de la familia
Lamiaceae (a la cual pertenece S. macrostema) presentan actividad antioxidante,
entre ellas Melaleuca alternifolia, Melissa officinalis, Mentha pulegium, Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis y Thymus vulgaris. Asi mismo, se ha reportado que el
aceite esencial de plantas como Eugenia caryophyllata, Lamium garganicum,
Matricaria chamomilla, Schizonepeta tenuifolia y Melissa officinalis, presentan
actividad antiinflamatoria. Dichas capacidades son atribuidas a los compuestos
terpénicos que estan presentes mayoritariamente en sus aceites esenciales (Mimica-
Dukic et al., 2003; Kim et al., 2004; Dimitrijevi¢ et al., 2007; Akkol et al., 2008; Daniel
et al., 2009; Kamatou y Viljoen, 2010; Miguel et al., 2011; Tae y Kim, 2012; Muzell et
al., 2013; Benabdallah et al., 2016). Los terpenos son compuestos encontrados
principalmente en las plantas con efectos beneficiosos sobre el endotelio y el sistema
cardiovascular, incluida la relajacion vascular, asi como la disminucién de la presién
arterial y la frecuencia cardiaca (Santos et al., 2011).

La pulegona es el terpeno que se encuentra en mayor cantidad en el aceite esencial
de S. macrostema, al igual que en otras especies de Satureja como S. parvifolia 'y S.
odora (Muschietti et al., 1996; Torres-Martinez et al., 2014). Este compuesto
terpénico con grupo funcional cetdnico disminuy6é la produccion de especies
reactivas de oxigeno a nivel citoplasmatico y mitocondrial, radical superoxido, radical
hidroxilo y 6xido nitrico en las BUVEC estresadas con peréxido de hidrogeno. De
igual manera, disminuy6 la expresion del TNF-a en las células expuestas a LPS (100
ng/mL). En cambio, no presento efecto significativo sobre la actividad de la catalasa y
expresion geénica de IL-10. Estos resultados son consistentes con los encontrados
para mentona; el otro monoterpeno ceténico del aceite esencial de S. macrostema,
solo que en este caso la expresion génica de TNF-a e IL-10 no fueron evaluados.
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Sin embargo, de acuerdo con este trabajo, la pulegona y mentona ejercen una
actividad antioxidante al disminuir las especies oxidativas de oxigeno y nitrégeno, la
literatura indica que altas concentraciones de dichos monoterpenos cetdnicos
proporcionan una baja reactividad a los aceites esenciales que los poseen, tal es el
caso del aceite esencial de Mentha pulegium que mostré una baja actividad para
eliminar los radicales libres, lo cual fue atribuido a su alto contenido de pulegona
(Sarikurkcu et al., 2012). Segun lo reportado por Cariddi et al., 2011; los terpenos
pulegona (63.4%) y mentona (15.9%) que son los principales compuestos del aceite
esencial de Minthostachys verticillata, ejercieron un efecto inmunomodulador,
aumentando la proliferacién celular, pero disminuyendo los niveles de IL-13 en
cultivos de linfocitos estimulados con un alérgeno solo o en combinaciéon con los
monoterpenos.

En el caso del terpeno timol, se determindé que posee la mayor actividad antioxidante
y antiinflamatoria en el modelo de células endoteliales bovinas (BUVEC), ya que la
produccion de ERO mitocondriales y citoplasmaticas fue disminuida notablemente.
De igual manera disminuy¢ el radical superoxido, radical hidroxilo y el 6xido nitrico,
mostrando la mayor disminucidon en comparacion con el aceite esencial de S.
macrostema y los demas terpenos evaluados (limoneno, linalol, mentona, pulegona y
cariofileno). La actividad de la catalasa fue incrementada en las tres concentraciones
de timol evaluadas, asi como la expresion de IL-10 incrementd mas de 20 veces,
mientras que la expresion de la citocina proinflamatoria TNF-a fue disminuida mas de
6 veces.

El timol ha sido reportado como el responsable de la actividad antioxidante de
diversos aceites esenciales, como son aquellos pertenecientes a las plantas Thymus
vulgaris, Origanum vulgare, Satureja thymbra y Satureja parnassica (Kulisic et al.,
2004; Beidokhti y Prakash, 2013; Fitsiou et al., 2016). El timol posee excelentes
propiedades antioxidantes debido a la presencia del grupo hidroxilo fendlico en su
estructura, que se sabe exhibe una potente actividad antioxidante al absorber y
neutralizar los radicales libres (Venu et al.,, 2013). Los aceites esenciales que
contienen al timol como su principal componente demuestran la mayor actividad
antioxidante (Jamali et al., 2012). En estudios recientes, se ha demostrado que el
aceite esencial de Thymus vulgaris, Thymus zygis y Thymus hyemalis que contienen
timol como compuesto mayoritario, regulan la respuesta inflamatoria al aumentar
hasta en un 160% la expresion de IL-10 y disminuir mas del 50% la expresion de las
citocinas IL-1B, IL-6 y TNF-a en macrofagos THP-1 estimulados con oxLDL
(Lipoproteina de baja densidad oxidada) mediante la activacion de factor NF-«kB
(Ocafa y Reglero, 2012). La actividad antioxidante y antiinflamatoria de los aceites
que contienen timol ha sido validada tanto en modelos in vitro como in vivo,
demostrando que este terpeno es el responsable de dichas actividades (Aazza et al.,
2011; Fachini-Queiroz et al., 2012; Sharifi-Rad et al.,, 2017). En este contexto,
resultados de nuestro grupo de trabajo muestran que el aceite esencial de S.
macrostema contiene hasta 12.68+0.8 ug de timol por cada gramo de aceite esencial
(Torres-Martinez et al., 2018), lo cual sugiere que la concentracién de 1 ug/mL de
timol utilizada en los analisis de este trabajo es equiparable en contenido de timol
con la concentracion de 100 pg/mL del aceite esencial.
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Los monoterpenos limoneno y linalol, presentaron actividad antioxidante al proteger a
las células BUVEC del estrés oxidativo inducido por peroxido de hidrogeno, ya que
disminuyeron las cantidades de oOxido nitrico, asi como las especies reactivas de
oxigeno mitocondriales y citoplasmaticas, al igual que los radicales superdxido e
hidroxilo. Dichos terpenos poseen un grupo funcional hidroxilo en su estructura que
les otorga capacidad para donar electrones o dicho grupo funcional para neutralizar
los radicales libres (Ruberto y Baratta, 2000). Recientemente se ha demostrado que
los terpenos no fendlicos como el limoneno y linalol actian como antioxidantes
potenciadores con su terminacion OH, contribuyendo a la actividad antioxidante de
los aceites esenciales, siendo estos mas apreciados que sus componentes aislados,
debido a la compleja interaccion entre componentes, ya que a menudo pueden entrar
en accion efectos sinérgicos o antagonicos (Amorati et al., 2013; Baschieri et al.,
2017).

La actividad antioxidante mostrada por el terpeno cariofileno fue notoria ya que
disminuyo la produccion de éxido nitrico y ERO citoplasmaticas y mitocondriales, al
igual que los radicales superédxido e hidroxilo. La actividad de la catalasa solo fue
aumentada significativamente a la concentracion de 1 pg/mL. El sesquiterpeno
cariofileno ha sido reportado como el principal terpeno del aceite esencial de Murraya
paniculata, cuya actividad antioxidante fue alta (mayor a 80%) y dicha actividad fue
atribuida al cariofileno (Raina et al., 2006; Rodriguez et al., 2012). Existe un
consenso en la literatura de que los aceites esenciales ricos en monoterpenos con
anillos aromaticos unidos a grupos hidroxilo tienen buena actividad antioxidante,
mientras que los aceites ricos en hidrocarburos sesquiterpénicos tienen una accién
débil (Chowdhury et al., 2008; Rodriguez et al., 2012).

En resumen, este estudio mostréo los efectos citoprotectores, antioxidantes y
antiinflamatorios del aceite esencial obtenido por hidrodestilacién de hojas y tallos de
S. macrostema, esto en condiciones de estrés oxidativo y respuesta inflamatoria
aguda (indicida por LPS) en células BUVEC. Con respecto al alto efecto ejercido por
los compuestos terpénicos de S. macrostema, podrian ser junto con el aceite
esencial, buenos candidatos antioxidante y antiinflamatorios naturales para mejorar
la funcion endotelial en condiciones de estrés y prevenir diversas enfermedades
degenerativas.

8.2.7. Conclusiones

El aceite esencial de S. macrostema presentan un efecto antioxidante vy
antiinflamatorio al proteger a las células endoteliales bovinas expuestas a peroxido
de hidrégeno vy lipopolisacarido. Estos efectos pueden ser atribuidos principalmente
al timol ya que presento efectos superiores a los de los terpenos pulegona, mentona,
limoneno, linalol y cariofileno que estan presentes en el aceite esencial de S.
macrostema.
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9. DISCUSION GENERAL

Desde su domesticacion, las plantas han tenido un gran valor econémico, no solo
desempefiando un papel significativo en el suministro de alimentos, sino también
actuando como agentes terapéuticos. Recientemente ha aumentado el interés en la
aplicaciéon de productos a base de plantas como agentes medicinales, ya que los
farmacos sisntéticos generan ina gran diversidad de efectos secundarios (Moré et al.,
2010).

Se conoce que las plantas tienen capacidad terapéutica y contribuyen a reducir el
riesgo de diversas enfermedades, entre las que destacan las que cursan procesos
inflamatorios, siendo una de las fuentes mas importantes para la produccién de
medicamentos contra este tipo de enfermedades. Aproximadamente el 50% de las
drogas que se producen en todo el mundo son de origen natural (Kamatou y Viljoen,
2010).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor del 80% de la
poblacion depende unicamente de los remedios tradicionales como las plantas
medicinales, por lo actualmente se pueden encontrar diversas formulaciones
medicinales a base de plantes. Es conocido que los componentes quimicos de las
plantas presentes en extractos o aceites esenciales muestran una gran variedad de
propiedades medicinales como antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas,
anticancerigenas, antidiabéticas y antihipertensivas, entre otras, las cuales han sido
demostradas por las investigaciones realizadas en varios modelos animales y
sistemas de bioensayos in vitro, con los que se ha comprobado su eficacia en el uso
medicinal (Rad et al., 2014).

De toda la gama de compuestos quimicos de origen vegetal que existe, un grupo
particularmente interesante son los que constituyen a los aceites esenciales, que son
obtenidos de diversas partes de las plantas que, aunque representan una pequena

fraccién de la composicion total de las mismas, confieren las caracteristicas de las
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plantas medicinales y aromaticas, por lo que son utilizadas en las industrias

alimentaria, cosmética y farmacéutica (Sharifi-Rad et al., 2015).

La actividad antioxidante de los aceites esenciales es una propiedad biolégica de
gran interés, ya que pueden preservar los alimentos de los efectos toxicos de los
compuestos oxidantes. Ademas, su capacidad para eliminar los radicales libres
puede desempenar un papel importante en la prevencion de algunas enfermedades
como la disfuncion cerebral, cancer, enfermedades cardiovasculares y el deterioro

del sistema inmunitario (Sharifi-Rad et al., 2015).

Una planta que muestra un amplio potencial de actividad biolégica es el nurite
(Satureja macrostema), planta medicinal aromatica representativa de la medicina
tradicional y uso en comunidades de la meseta Purépecha en Michoacan. Diversos
estudios han demostrado que los componentes principales del aceite esencial de la
parte aérea (tallos y hojas) del nurite son del tipo terpénico, considerando como
mayoritarios a pulegona, limoneno, linalol, mentona y timol (Bello et al., 2006; Torres-
Martinez et al., 2014).

Estos estudios muestran ademas que el aceite esencial de nurite presenta actividad
antifungica y antibacteriana contra diversos hongos y bacterias, cuya propiedad es
atribuida al contenido de esto terpenos (Bello et al., 2006; Damian-Badillo et al.,
2008). También se han realizado investigaciones para determinar las variaciones del
contenido de los componentes de su aceite esencial en plantas silvestres, plantas in
vitro y cultivadas en invernadero, con lo cual se ha observado que, aunque existen
variaciones, los terpenos mayoritarios como la pulegona, el limoneno y el timol, se

mantienen presentes (Torres-Martinez et al., 2014).

En la literatura se hace mencion que los compuestos terpénicos pueden presentar
una amplia gama de actividades farmacoldgicas, con efectos cardioprotectores,
neuroprotectores, antimicrobianos, anticancerosos, analgésicos, antioxidantes,

antiinflamatorios, entre otros. El carvacrol, eugenol y timol obtenidos a partir de
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plantas medicinales se han probado para inhibir eficazmente los patdégenos
transmitidos por alimentos tales como Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Listeria monocytogenes y Vibrio vulnificus (Ebani et al.,, 2016). Los terpenos [3-
pineno, careno, bornil acetato, B-terpineol y timol obtenidos de Abies balsamea
demostraron citotoxicidad sobre seis lineas celulares tumorales sdlidas (MCF-7, PC-
3, A-549, DLD-1, M4BEU y CT-26) (Legault et al., 2003). El efecto antioxidante
ejercido por los terpenos linalol, p-cimeno y anetol extraidos de plantas de lavanda
demostraron que mejoran la actividad de la catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD) y glutatiéon peroxidasa (GPx) (Hancianu et al., 2013).

Con el interés de determinar la actividad antioxidante y antiinflamatoria del aceite
esencial y conocer la participacion en estas propiedades de sus componentes
terpénicos, en el presente estudio se evalu6 el potencial antioxidante vy
antiinflamatorio del aceite esencial de S. macrostema obtenido por hidrodestilacion
de partes aéreas frescas (hojas y tallos), identificando la funcion de los principales
terpenos presentes, realizando ensayos in vitro de medicion de actividad por DPPH,
ABTS y Capacidad Total Antioxidante (TAC), pruebas de citotoxicidad en células de
endotelio de vena umbilical bovina (BUVEC), asi como el efecto antioxidante en las
BUVEC tratadas con H202 sobre la actividad enzimatica y produccion de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno. De igual manera, se estudio la participacion en la

expresion de genes de la respuesta inflamatoria de las BUVEC tratadas con LPS.

En el aceite esencial de nurite, los terpenos mayoritarios fueron identificados y
cuantificados por CG-EM, siendo los principales pulegona (25.50%), linalol (16.62%),
timol (14.64%), limoneno (5.53%), cariofileno (3.98%) y mentona (3.09%). Esta
composicion al compararse con el extracto hexanico, reportado previamente en
nuestro grupo de trabajo (Torres-Martinez et al., 2014), se observdé que es similar
tanto en el contenido como en sus componentes, con excepcion del compuesto
cariofileno, no encontrado en el aceite esencial obtenido por extraccion hexanica. En
ambos, la pulegona es el terpeno mayoritario, lo que ha sido reportado en el aceite

esencial de otras plantas de la familia Lamiaceae, a la que pertenece S. macrostema,
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como Mentha pulegium, M. piperita y especies de Satureja como S. parvifolia y S.
odora (Muschietti et al., 1996; Zapata y Fernandez, 1999; Aghel et al., 2004).

La actividad antioxidante del aceite esencial de S. macrostema y los terpenos
mayoritarios pulegona, linalol, timol, limoneno, cariofileno y mentona fue demostrada
inicialmente mediante la generacién de radicales libres in vitro con los métodos
DPPH, ABTS y TAC, encontrando que el aceite esencial presenté una alta actividad
antioxidante con los tres métodos evaluados (53.11%, 92.12% y 98.25%,
respectivamente). Dicha actividad antioxidante ha sido reportada para el aceite
esencial de diversas plantas de la familia Lamiaceae como Melissa officinalis,
Pogostemon cablin y Rosmarinus officinalis, donde la actividad fue superior al 50% a
concentraciones superiores de 3 mg/mL (Avila-Sosa et al., 2011; Hussain et al.,
2011; Beidokhti y Prakash, 2013).

Pérez-Gutiérrez y Gallardo-Navarro (2010) determinaron la capacidad antioxidante
del extracto metandlico de S. macrostema el cual exhibié potente captacién de
radicales libres mediante el método DPPH, este efecto fue atribuido al contenido de
fenoles presentes en el extracto. Sin embargo, previo esta investigacion, se
desconocia si los compuestos terpénicos del aceite esencial de nurite presentaban
también actividad antioxidante, lo que fue demostrado por los tres métodos de

eliminacion de radicales libres utilizados en la presente investigacion.

De este aceite esencial, se encontré que el timol ejerce la mayor capacidad de
atrapamiento de radicales libres superando el 94% en los tres métodos de
eliminacion de radicales libres. Mientras que, pulegona, linalol, limoneno, cariofileno y
mentona mostraron una actividad antioxidante baja o casi nula; indicando que los
terpenos presentes en el aceite esencial de S. macrostema, ejercen una capacidad
de eliminacién de radicales libres, siendo el timol el principal responsable de este
efecto. Sin embargo, el limoneno mostrd la mayor actividad antioxidante determinada
por el método TAC con 98.74%, porcentajes mas alto que el acido ascérbico. El

efecto sinérgico entre los terpenos del aceite esencial de S. macrostema puede
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deberse a la interaccion de monoterpenos con sustituyentes hidroxilo, como timol,

limoneo y linalol (Beidokhti y Prakash, 2013).

Con base en estos resultados, se determind la actividad antioxidante y
antiinflamatoria en un modelo de endotelio in vitro (linea celular BUVEC), en el que
se indujo estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno y respuesta inflamatoria con
lipopolisacarido. Se ha reportado que la exposicién de las células endoteliales a
compuestos toxicos oxidantes como el peroxido de hidrogeno, o productos
bacterianos como el lipopolisacarido, activan las células endoteliales produciendose
una respuesta inflamatoria que incluyen expresion aumentada de la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1), selectina P, regulacion ascendente de la proteina 1
quimiotactica de monocitos (MCP-1), liberacion de citocinas, quimiocinas, especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno hacia el sitio de la inflamacion debido a la activacion
del NF-kB, por lo que las células endoteliales son utilizadas como un modelo de la
activaciéon del endotelio (Schouten et al., 2008; Alva-Murillo et al., 2012; Donato et
al., 2015; Konradi et al., 2015; Sies, 2015).

Los datos indican que el aceite esencial y los terpenos de S. macrostema no
mostraron efecto citotoxico sobre las células BUVEC a las concentraciones de 1, 10
y 100 pg/mL. Los principales mecanismos que median los efectos citotoxicos de los
aceites esenciales incluyen la induccion de la muerte celular mediante la activacion
de procesos de apoptosis y/o necrosis, detencion del ciclo celular y pérdida de la
funcién de los organulos esenciales. Varios de estos efectos son atribuidos a la
naturaleza lipofilica y al bajo peso molecular de los componentes principales que
comprenden aceites esenciales, como los terpenos, que les permiten atravesar las
membranas celulares, alterando la composicibn de dichas membranas e
incrementando la fluidez a través de ellas, provocando la fuga de iones y moléculas
citoplasmicas. La alteracion de las membranas conduce a una produccion reducida
de ATP, a una alteracién del gradiente de pH y a la pérdida del potencial mitocondrial
que puede provocar la muerte celular. Estos mecanismos por los cuales actuan los

terpenos son dependientes de su proporcion o contenido en que estan presentes en
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los aceites esenciales. (Bayala et al., 2014; Freires et al., 2015; Russo et al., 2015).
En relacion con lo anterior, el aceite esencial de S. macrostema y sus terpenos a las
concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL no mostraron citotoxicidad en las BUVEC
debido a que dichas cantidades no fueron suficientes para inducir eventos de
necrosis celular como se muestra en la figura 6, debido a que el efecto de los
terpenos por los mecanismos antes mencionados es dependiente de la
concentracion en que se encuentren en el aceite esencial, tal como se hizo énfasis

anteriormente.

Algunos aceites esenciales también pueden actuar como elementos generadores de
especies oxidantes que pueden alterar el estado redox celular y también
comprometer la supervivencia celular (Zitzelsberger y Buchbauer, 2015). A las
concentraciones antes indicadas, tanto el aceite esencial de S. macrostema como los
terpenos mayoritarios, mostraron un efecto sobre la disminucion de la produccién de
especies reactivas de oxigeno a nivel citoplasmatico y mitocondrial, asi como
disminuyeron el radical superoxido, hidroxilo y el éxido nitrico en las células BUVEC

expuestas a peréxido de hidrégeno (H202) como inductor del estrés oxidativo.

Ademas, el aceite esencial aument6 aproximadamente dos veces mas la actividad de
la enzima antioxidante catalasa, demostrandose en este trabajo la capacidad
antioxidante que presenta este aceite esencial al proteger del dafo oxidativo
generado por el H202. Este efecto sobre la enzima catalasa ha sido reportado para
los aceites esenciales de plantas como Panax ginseng y Alpiniae zerumbet, al inducir
estrés oxidativo en células HepG2 y HUVEC, respectivamente (Shen et al., 2012;
Bak et al. 2014).

Adicionalmente, el aceite esencial propici6 un ambiente antiinflamatorio
disminuyendo la expresion del gen de TNF-a (mas de 6 veces), una citocina
proinflamatoria, y aumentando la expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10 (mas
de 14 veces) en las BUVEC. Anteriormente, se desconocia si el aceite esencial

participaba regulando los mecanismos de estrés oxidativo como produccion de ERO
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y ERN, asi como la activacion de los sistemas antioxidantes enzimaticos y la
regulacion de la respuesta inflamatoria en un modelo de cultivo in vitro de endotelio
vascular, por lo que este trabajo demuestra la primera evidencia de que el aceite
esencial de S. macrostema y sus principales terpenos participan en la regulacién de

la activacion de las células endoteliales.

Los aceites esenciales de diversas plantas de la familia Lamiaceae muestran
actividad antioxidante en células expuestas a compuestos inductores del estrés
oxidativo como el H202, entre ellas Mentha piperita, Rosmarinus officinalis, Salvia
officinalis y Thymus vulgaris. De igual forma, se ha reportado que el aceite esencial
de plantas como Eugenia caryophyllata, Lippia multiflora, Mentha piperita, Ocimum
basilicum, Matricaria chamomilla y Melissa officinalis, presentan actividad
antiinflamatoria al regular la produccibn o expresion génica de mediadores
inflamatorios como las citocinas (Dimitrijevi¢ et al., 2007; Daniel et al., 2009; Bassolé
et al.,, 2010; Kamatou y Viljoen, 2010; Miguel et al., 2011; Muzell et al., 2013;
Benabdallah et al., 2016).

Ademas, se ha demostrado que el aceite esencial de plantas del género Satureja
presentan capacidad antioxidante y antiinflamatoria, entre ellas Satureja montana, S.
hortensis, S. thymbra, S. khuzestanica y S. cuneifolia. Los terpenos como timol, p-
cimeno, linalol, B-ocimeno, carvacrol, terpineno, borneol, eugenol y espatunelol son
los principales compuestos encontrados en estas plantas, a los cuales se les han
atribuido dichos efectos (Serrano et al., 2011; Giweli et al., 2012; Hajhashemi et al.,
2012; Bagheri et al., 2013; Cavar et al., 2013; Moghadam, 2015; Abbasloo et al.,
2016). La mayoria de los aceites esenciales han sido investigados por sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias y, en consecuencia, por su uso
potencial en el tratamiento de enfermedades inflamatorias (Zitzelsberger y
Buchbauer, 2015).

En el caso particular del timol, mostré que posee la mayor actividad antioxidante y
antiinflamatoria en el modelo de las células BUVEC, superando al efecto ejercido por
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el aceite esencial de S. macrostema y los demas terpenos evaluados (limoneno,
linalol, mentona, pulegona y cariofileno). Se encontré que la produccion de ERO
mitocondriales y citoplasmaticas fue disminuida de forma significativa; de igual
manera el timol disminuyé el radical superéxido, radical hidroxilo, 6xido nitrico; Asi
mismo, la actividad de la catalasa fue incrementada en las tres concentraciones de

timol evaluadas.

Por otro lado, la pulegona siendo el terpeno mayoritario del aceite esencial de S.
macrostema, disminuyo la produccion de especies reactivas de oxigeno a nivel
citoplasmatico y mitocondrial, del radical superéxido, del radical hidroxilo y del éxido
nitrico en las BUVEC estresadas con H202. De igual manera, disminuyd la expresion
del TNF-a en las células expuestas a LPS (100 ng/mL), pero no presentd un efecto

significativo sobre la actividad de la catalasa y expresion génica de IL-10.

Se ha reportado que el timol es responsable de la actividad antioxidante de varios
aceites esenciales donde esta presente, como el caso de Thymus spathulifolius, T.
vulgaris y Origanum vulgare, Satureja thymbra, S. montana y S. parnassica (Kulisic
et al., 2004; Beidokhti y Prakash, 2013; Fitsiou et al., 2016). Estas propiedades son
debidas a la presencia del grupo hidroxilo fendlico en su estructura, el cual presenta
una potente actividad antioxidante al absorber y neutralizar los radicales libres (Venu
et al., 2013).

Ocarfa y Reglero (2012) demostraron que el aceite esencial de Thymus vulgaris, T.
zygis y T. hyemalis que contienen timol como compuesto mayoritario, regulan la
respuesta inflamatoria de macréfagos THP-1 a través de la activacion del factor
transcripcional NF- B, ya que dichas células sobre-expresan el gen de IL-10 y
disminuyen la expresion de las citocinas IL-1B, IL-6 y TNF-a. La actividad
antioxidante y antiinflamatoria de los aceites que contienen timol ha sido validada
tanto en modelos in vitro como in vivo, demostrando que este terpeno es el
responsable de dichas actividades (Aazza et al., 2011; Fachini-Queiroz et al., 2012;

Sharifi-Rad et al., 2017), lo que concuerda con lo observado en esta investigacion.
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La pulegona es el terpeno que se encuentra en mayor cantidad en el aceite esencial
de S. macrostema y de acuerdo con este trabajo, este terpeno ejerce una actividad
antioxidante al disminuir las especies oxidativas de oxigeno y nitrégeno, la literatura
indica que altas concentraciones de dicho monoterpeno cetdnico proporcionan una
baja reactividad a los aceites esenciales que los poseen, tal es el caso del aceite
esencial de Mentha pulegium que mostré una baja actividad para eliminar los

radicales libres (Sarikurkcu et al., 2012).

En este contexto, la amplia variacion en el perfil quimico de los aceites esenciales
encontrada en el nurite significa una gran diversidad en los mecanismos de accién y
blancos moleculares. Ademas, debido a que estos aceites estan conformados de una
amplia variedad de compuestos con estructuras diversas, cada compuesto puede
modular o alterar los efectos de los otros. Por lo que, el efecto sinérgico entre los
terpenos del aceite esencial de S. macrostema puede deberse a la interaccion de
monoterpenos con sustituyentes hidroxilo, como timol y linalol. Ademas, la
combinacion de limoneno y cariofileno potencia este efecto como se ha reportado

para el aceite esencial de varias plantas medicinales (Sitarek et al., 2017).
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10. CONCLUSIONES GENERALES

El aceite esencial de Satureja macrostema presentd un efecto antioxidante y
antiinflamatorio al eliminar los radicales libres generados in vitro y al proteger a las
células de endotelio de vena umbilical bovina (BUVEC) del generado por la
exposicion a peroxido de hidrégeno y por lipopolisacarido. El aceite esencial
disminuyd la produccion de ERO y ERN, incrementando la actividad de la catalasa y
favoreciendo un estado antiinflamatorio al regular la expresion génica de citocinas

involucradas en la respuesta inflamatoria.

La concentracidn de los terpenos mayoritarios del aceite esencial de S. macrostema
determinaron que estos efectos antioxidantes y antiinflamatorios son ejercidos
principalmente por el timol, ya que éste presentd efectos superiores que el aceite
esencial y los terpenos pulegona, mentona, limoneno, linalol y cariofileno que estan

presentes en el aceite esencial de S. macrostema.
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11. PERSPECTIVAS

Determinar el efecto del aceite esencial y los compuestos terpénicos mayoritarios de
S. macrostema sobre la expresion génica de mediadores inflamatorios enzimaticos
como eNOS, COX-1y COX-2 en células endoteliales bovinas (BUVEC).

Determinar la toxicidad y los efectos antioxidante y antiinflamatorio del aceite

esencial y los compuestos terpénicos mayoritarios de S. macrostema en modelos in

Vivo.
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13. ANEXOS

ANEXO 1. ARTICULO DE DIVULGACION

Rafael Torres-Martinez y Rafael Salgado-Garciglia. 2016. ¢(Aromas que curan?
Saber Mas, 5(24):14-17.

RESUMEN

Las plantas son fuente de una amplia variedad de compuestos quimicos, conocidos
como metabolitos secundarios, que son utilizados como farmacos, colorantes,
saborizantes y fragancias, entre otros. Los metabolitos secundarios se sintetizan en
pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su produccion
restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas
especies. Dentro de sus funciones principales se tiene que determinan el color de la
planta, protegen a la planta contra herbivoros y microorganismos, atraen a
polinizadores, animales dispersores de semillas, y actuan como indicadores cuando
la planta se encuentra bajo tension; sin embargo, muchas de sus funciones siguen
siendo desconocidas. Los aceites esenciales o esencias son mezclas complejas de
compuestos organicos liquidos y aromaticos, conformados por compuestos volatiles
que por lo general son sustancias altamente lipofilicas de bajo peso molecular, cuya
volatilidad se debe a que se evaporan al ser expuestos al aire 0o a temperatura
ambiente, por lo que sus presiones de vapor son altas. Los terpenos son los
compuestos volatiles mas relevantes ya que constituyen el grupo mas numeroso de
metabolitos secundarios con mas de 40,000 moléculas diferentes. La mayoria de
estos compuestos se acumulan en estructuras vegetales especificas tales como
ductos, cavidades secretoras y tricomas glandulares, los cuales pueden estar
distribuidas en las hojas (eucalipto, albahaca), flores (lavanda, menta), rizoma
(jengibre), frutos (anis, hinojo), madera (alcanfor), raiz (vetiver), corteza (canela),
semilla (nuez moscada), etc. Plantas como la albahaca, manzanilla, mejorana,
tomillo, entre otras, son de las principales especies con alta demanda por ser
aromaticas y medicinales, caracteristicas debidas al contenido de sus componentes
volatiles, lo cual se explica ampliamente en el articulo de divulgacion que se presenta
a continuacion.
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e

uizas lo primero que pensaras al oir sobre

aromas que curan, es sobre la aromatera-

pia, una rama de la medicina no convencio-
nal que ha venido tomando auge entre las terapias
curativas, de la cual podemos encontrar mucha
informacion, pero poca de ésta es considerada
cientifica. Esto ha permitido que haya incredulidad
sobre el potencial curativo de los compuestos
responsables de los aromas de las plantas y
empezaremos diciendo que no todo lo referente a
los aromas de las plantas es aromaterapia, para
finalmente comprobar con argumentos cientificos,
ique los aromas si curan!

Otra idea recurrente que tendras al leer el titulo de
este articulo, es sobre los tés o las infusiones
curativas, sobre todo los que se preparan con
plantas aromaticas medicinales como la manzani-
lla, la hierbabuena y el anis. En efecto, éstas son
aromaticas y tienen propiedades medicinales,
muchos de ellas confirmadas cientificamente para
aliviar enfermedades gastrointestinales, respirato-
rias, de la piel y hasta para tratarla hipertension y la
diabetes.

Los responsables de estos aromas son compues-
tos quimicos, conocidos como aceites esenciales
o compuestos volaliles aromaticos, los que mayor-
mente se componen de pequefias moléculas
denominadas terpenos, de los que se han reporta-
domasde treinta y cinco mil diferentes. Cada uno
produce un aroma caracteristico y cuando éstos se
mezclan, el aroma cambia, es por eso que pode-
mos encontrar una gama interminable de aromas
en los tallos, en las hojas y en las flores de estas
plantas aromaticas.

£Qué sonlos terpenos?

La palabra terpeno proviene de “terpenting”, que
significa aguarras en inglés, un producto aromatico
de la resina de los pinos. Son moléculas muy
abundantes en los vegetales, ademas de encon-
trarlos en tallos, hojas y flores, también estan
presentes en raices, en semillas y en algunos
frutos como la uva y los cliricos. Cada compuestoo
molécula de este tipo tiene su nombre, general-
mente otorgado por el nombre de la planta en
donde por primera vez se aisld o mayormente se
encuentra. Un ejemplo es el limoneno, presente en
los citricos como la naranja y el liman. Mas adelan-
te podremos inferir con sus nombres, en que
plantas se producen o podemos encontrarios.

Los terpenos que dan el aroma particular de las
plantas aromaticas medicinales, son de bajo peso
molecular y volatiles, que al estrujar las partes que
los contienen o bien con el contacto con el aire,
éstos se liberan. -Por eso, cuando estrujas una
hoja de menta, se libera el mentol, el terpeno
mayoritario de esta planta-.

Se clasifican por su naturaleza quimica, es decir,
por la estructura que presentan, los de importancia
aromatica son de dos tipos, los monoterpenos y los
diterpenos. Los primeros se componen de 10
atomos de carbono y los otros de 20, ambos
provienen de una unidad carbonada llamada
unidad isopreno, de 5 carbonos v 8 hidrdgenos
(C5HB). Las unidades pueden arreglarse lineal-
mente (como en el mirceno) o ciclicamente (como
en el limoneno), su ameglo conformacional, el
nimero de hidrogenos y la presencia de atomos de
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atomos de oxigeno, es lo que da lugar a los miles
de terpenos y por consiguiente a los miles de
aromas.
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El aroma en las plantas difiere por especie y por
variedad, debido a pequefias diferencias en las
cantidades de los terpenos. La naranja y el limén
contienen limoneno, pero huelen diferente por la
cantidad de éste. También hay variaciones del
aroma por la edad de la planta, la época de aiio (si
esta en floracion o no). A medida que la planta
madura, los aromas se intensifican; el clima y el
tiempo también afectan a la produccion de los
terpenos; la misma variedad de una especie
vegetal, produce cantidades desiguales y diferen-
tes de terpenos cuando se desarrolla en suelos
distintos y con fertilizantes diferentes.

Los terpenos se generan de forma constante, pero
se volatilizan con la luz del sol y con las altas
temperaturas. Las plantas tienen mas terpenos al
final del periodo oscuro (noche) que después de un
dia entero de sol. Se puede comprobar faciimente
—~Huele una planta por la mafana y nuevamente al
final de la tarde en un dia soleado, sera mas
penetrante por la manana-.

iPero, qué terpeno contiene mayormente
unaplanta?

Podemos tener cientos de ejemplos, algunos
nombres te seran muy comunes, porque se deri-
van de alguna planta aromatica medicinal en
particular: se menciond al limoneno en la cascara
del limén y al mentol en las hojas de menta; pero
quizas también te suenen el alcanfor, anetol,
citronelol, eucaliptol, geraniol, humuleno, linalol,
nerol, pineno y timol. En la figura siguiente, puedes
relacionarlos con las plantas que mayormente los
contienen, y a éstos se debe su aroma y sus pro-

piedades medicinales.

Una de las propiedades medicinales de los terpe-
nos, es su actividad antioxidante, ya que acttan
como protectores de los lipidos, la sangre y demas
fluidos corporales del ataque de radicales libres de
especies del oxigeno como radicales hidroxilo,
peroxido y superoxido, asi también por especies
reactivas de nitrébgeno como el éxido nifrico. Estas
moléculas son las responsables del envejecimien-
to y estan presentes en las enfermedades como el
cancer, la hipertension, la diabetes y el higado
graso. También hay evidencias cientificas de su
actividad antiinflamatoria, ya que los terpenos
suprimen la activacion o produccion de las molécu-
las que producen la inflamacion, denominadas
citocinas pro-inflamatorias.
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Entre los terpenos con efecto antioxidante y
antiinflamatorio, tenemos al eugenol, timol, p-
cimeno, linalol, B-cariofileno, 4-terpineol, que son
componentes del aroma de plantas como el clavo
(Eugenia caryophyllus), albahaca (Ocimum basili-
cum), tomillo (Thymus vulgaris), manzanilla (Matri-
caria chamomilla) y mirto (Myrtus communis),
entre otras. Otros ejemplos de terpenos con estas
propiedades, estan presentes en el eucalipto,
romero, lavanda, pino y mirra; los terpenos p-
cimeno y timol de tomillo actdan sobre la inflama-
cidbnencolon.

Otra importante propiedad de los terpenos es la
antimicrobiana, las evidencias indican su actividad
contra bacterias (bactericida) y hongos (fungicida),
microorganismos que afectan nuestra salud,
ocasionando enfermedades de la piel, gastrointes-
tinales y respiratorias. Diversas investigaciones
han probado su efectividad contra bacterias como
Escherichia coli, Proteus mirabilis, varias especies
de Salmonelfa, Staphylococcus y otras mas. La
mezcla de terpenos de clavo, tomillo, pimienta,
canela y orégano son muy efectivos contra
Clostridium botulinum y Listera monocytogenes; el
eucaliptol y linalol de tomillo inhiben el crecimiento
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de P. mirabilis y S. aureus. El eucalipto posee
propiedades antisépticas, especialmente de vias
respiratorias, debidas fundamentalmente al
eucaliptol; el timol, principal terpeno del tomillo, es
antifingico contra Candida albicans, también el
terpineol y el limoneno inhiben el crecimiento de
éste.

Ahora podemos entender por qué cuando utiliza-
mos algunas de estas plantas, nos alivian o curan
algunos problemas gastrointestinales, como la
colitis y las infecciones bacterianas (diarrea,
tifoidea, entre otras), y algunas enfermedades de
la piel causadas por hongos.

Pero, ademas, algunos terpenos tienen actividad
anticancerigena, como el lupeol, un terpeno del
arbol Zanthoxylum monophyllum (palo rubio), que
ha mostrado actividad antitumoral contra varias
lineas celulares cancerosas. Asi, tenemos que
también el limoneno, contenido en diversas plan-
tas aromaticas y el elemento de Curcuma aromati-
ca, poseen estas propiedades. El taxol, un diterpe-
no ciclico, es uno de los anticancerigenos de
origen vegetal (7Taxus brevifolia) mas potentes
contra lineas celulares de pulmén, mama y ovario.
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Recientemente se ha confimado que algunas
plantas aromaticas, también muestran actividad
antiviral, antihipertensiva, antidiabética, antidepre-
siva, debida al contenido de terpenos. La actividad
de éstos también ha sido relacionada con disminuir
los niveles de lipidos o triglicéridos.
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A pesar de que lo terpenos son considerados
compuestos GRAS (Sustancias generalmente
Reconocidas como Seguras), éstos pueden
presentar ciertos tipos de toxicidad, ya que suelen
ocasionar alergias y ser téxicos para el higado en
concentraciones altas. El safrol (en azafran, anis y
alcanfor) y el estragol (en estragon, albahaca y
laurel), si se consumen de manera constante por
largos periodos de tiempo, pueden actuar como
cancerigenos; la tujona (en especies de salvia,
estragdn y poleo) ocasiona afeccion respiratoria y
cardiovascular; y la mezcla de terpenos de la nuez
moscada y ruda, pueden presentar alteraciones
del sistema nervioso y actividad abortiva, respecti-
vamente. Es por eslo, que aunque mayormente
poseen propiedades medicinales muy importan-
tes, se recomienda su consumo en dosis bajas
cuando sean por via oral y deben adminisirarse
con mucha precaucion en embarazadas y en
infantes,

iLos aromas, o bien, los compuestos
aromiticos de las plantas, si curan!
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