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The history of science, like the history of all human ideas, is a history of
irresponsible dreams, of obstinacy, and of error. But science is one of the very few
human activities—perhaps the only one—in which errors are systematically
criticized and fairly often, in time, corrected. This is why we can say that, in science,
we often learn from our mistakes, and why we can speak clearly and sensibly about
making progress there.

Karl Raimund Popper. Conjectures and Refutations: The Growth of Scientific
Knowledge. Routledge, (1963).

The method of science depends on our attempts to describe the world with simple
theories: theories that are complex may become untestable, even if they happen to
be true. Science may be described as the art of systematic over-simplification—the
art of discerning what we may with advantage omit.

Karl Raimund Popper. The Open Universe: an Argument for Indeterminism.
Routledge; (1988).
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Capitulo 1. Introduccion y objetivos

Introduccion y objetivos

El empleo de antibidticos como promotores del crecimiento en los piensos
empleados en la alimentacién animal ha sido muy extenso durante varias décadas.
Su utilizacién disminuye la aparicion de enfermedades, mejora los ritmos de
engorde y aumenta la productividad en las granjas. Sin embargo, existe en el
conjunto de la sociedad una conciencia cada vez mayor de los problemas
asociados a la aparicion de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos y el
consumo de productos animales contaminados con residuos metabdlicos de estas
sustancias. En consecuencia, la Union Europea prohibié el empleo de cualquier
antibiético como agente de engorde en la alimentacién animal a partir del primero
de enero del ano 2006. Esta decisién potencié la busqueda y el empleo de
sustancias de origen natural con efectos positivos similares en el desarrollo y
crecimiento de los animales. Los aceites esenciales y otros extractos de plantas son
algunos de los productos que han llamado la atencion como promotores de la salud
y el crecimiento animal (Hashemi & Davoodi, 2011). En varios ensayos in vivo se ha
podido establecer que el empleo de aceites esenciales como promotores del
crecimiento tiene un efecto positivo en el estatus inmunolégico de los animales
sometidos a estas dietas, conduciendo a una mejor salud y mayores tasas de
crecimiento (Kettuen et al., 2006; Schulze et al., 2006; Li et al., 2012).

Las consecuencias de la complementacién dietética con aceites esenciales son
diversas. Los aceites esenciales son mezclas mas o menos complejas de
compuestos organicos volatiles, a los que se debe su actividad biolégica o
terapéutica. Esa complejidad justifica la diversidad de efectos y mecanismos
implicados en la promocién del crecimiento y la salud animal. Algunos aceites
esenciales contribuyen al crecimiento y engorde de los animales al aumentar la
produccion de secreciones digestivas, asi como por sus propiedades antioxidantes
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o0 sus efectos antiinflamatorios. Otra actividad ampliamente conocida es la
antibacteriana sobre bacterias patogénicas en el tracto gastrointestinal. Sin
embargo, la actividad antibacteriana no siempre es suficiente para explicar los
efectos de los aceites esenciales incorporados en la dieta animal. Algunos autores
sugieren la posible modulacion del sistema inmune del animal como mecanismo
implicado. Sin embargo, la actividad inmunomoduladora de los aceites esenciales o
sus componentes ha sido poco estudiada y necesita ser abordada en mayor
profundidad (Brenes & Roura, 2010; Hashemi & Davoodi, 2011; Krishan & Narang,
2014).

La inmunidad se define como la resistencia a las enfermedades infecciosas. Incluye
todos los mecanismos y respuestas empleadas por el organismo para defenderse
contra el ataque de bacterias, virus o parasitos. El conjunto de células, tejidos y
moléculas que participan en la resistencia contra las infecciones constituyen el
sistema inmune. En los vertebrados superiores el sistema inmune agrupa una serie
de mecanismos que protegen al individuo de las infecciones mediante la
identificacion y eliminacion de los agentes patégenos. Es un sistema complejo que
distingue a los patogenos de las propias células del organismo. Involucra una
respuesta multiple que incluye de forma simultdnea mecanismos de la inmunidad
innata y de la inmunidad adaptativa. La inmunidad innata es fundamental en el
despliegue de la proteccion inicial contra las infecciones, mientras que la inmunidad
adaptativa se desarrolla mas lentamente pero implementa una defensa mas
efectiva, eficiente y especifica a largo plazo (Trichet, 2010).

Una alimentacion equilibrada es fundamental para el desarrollo eficiente de las
defensas inmunes. Las investigaciones realizadas en nutricion han identificado
diversos factores dietéticos que afectan la respuesta inmune humana y animal.
Entre estos factores se encuentra el aporte adecuado de aminoacidos, acidos
grasos, minerales y vitaminas. También el balance oxidativo y los compuestos
antioxidantes estan ligados de forma inextricable al normal funcionamiento del
sistema inmune. Los antioxidantes protegen los lipidos de la peroxidacion y son
fundamentales para el mantenimiento de la fluidez de la membrana y la respuesta
inmune ligada a los receptores de membrana. La inmunidad mejora cuando ciertos
antioxidantes son incluidos en la dieta y en algunos casos pueden llegar a modificar
la produccion de citocinas inflamatorias después de una estimulacion con
lipopolisacaridos (Amar et al., 2004). Por tanto, una intervencién nutricional puede
favorecer el equilibrio del sistema inmune. Algunos extractos vegetales son capaces
de modular la respuesta inmune y su incorporacion a la dieta puede aportar un
beneficio adicional (Trichet, 2010). La inmunomodulaciéon a través de sustancias
naturales se puede considerar una alternativa para la prevenciéon y cura de
enfermedades, en muchos casos con un alto margen de seguridad. Por ello,
actualmente existe un notable interés en la investigaciéon de sustancias naturales
con capacidad para mejorar la inmunidad (Liu et al., 2012).

La estimacion del efecto inmunomodulador de un producto natural es compleja, ya
que resulta conveniente estudiar diversos aspectos y funciones del sistema inmune.
Dado que los productos naturales generalmente actian sobre la inmunidad innata,
es conveniente estudiar primero la actividad sobre la misma. La combinacion de
diversos estudios in vitro es la opcion mas adecuada para conocer y comparar la
respuesta de un conjunto de productos como se pretende en el presente trabajo. En
particular, los estudios sobre la fagocitosis, la actividad del sistema del
complemento, y la accidén antioxidante y sobre la produccion de especies reactivas
de oxigeno permiten adquirir un conocimiento relevante del perfil de actividad de
una sustancia sobre la inmunidad inespecifica.
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Con base a los antecedentes expuestos, se ha elaborado la siguiente hipétesis de
trabajo: los aceites esenciales pueden ejercer sus efectos beneficiosos sobre el
crecimiento y la salud de los vertebrados superiores, al menos en parte, a través de
una actividad inmunomoduladora.

La voluntad de explorar esta hipotesis de trabajo nos llevé a proponer el siguiente
objetivo general:

Evaluar la actividad inmunomoduladora in vitro de quince aceites esenciales, tres
fracciones terpénicas y cuatro compuestos puros, todos bien caracterizados desde
un punto de vista fisico-quimico.

El desarrollo de este objetivo general se realiz6 a través de los siguientes objetivos
especificos:

1) Caracterizar desde un punto de vista fisico-quimico los aceites esenciales,
fracciones terpénicas y compuestos puros estudiados a través de diferentes
pruebas.

Para alcanzar este objetivo, las muestras se han analizado por cromatografia de
gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID) y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-MS), asi como la determinaciéon de
diversas constantes fisicas (densidad relativa, indice de refraccion y poder
rotatorio).

2) Estudiar su actividad antioxidante in vitro, tanto en modelos biol6gicos como no
biolégicos.

Para ello, se valoraron las siguientes actividades:

— Actividad captadora de radicales libres empleando el radical estable DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).

— Actividad sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
neutréfilos humanos estimulados con PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) o
con H,0,, mediante citometria de flujo.

— Inhibicion de la actividad mieloperoxidasa (MPO) tanto en preparados libres
de células como en leucocitos humanos estimulados con lipopolisacaridos
bacterianos.

— Actividad sobre la produccién de 6xido nitrico (NO) por leucocitos humanos
estimulados con lipopolisacaridos bacterianos.

3) Evaluar sus posibles efectos in vitro sobre la fagocitosis y el sistema del
complemento.

Este objetivo se desarrollé mediante:

— La valoracién de la actividad sobre el sistema del complemento, tanto sobre
la via clasica como la via alternativa.

— La evaluacién de la actividad sobre la fagocitosis en neutréfilos humanos,
mediante citometria de flujo.

Cabe senalar que la alta liposolubilidad de los aceites esenciales dificulta la
preparacion de las disoluciones para la realizacidon de ensayos de actividad,
generalmente en medio acuoso. En la literatura, habitualmente esto se resuelve
mediante la utilizacion de tensioactivos, como los Tweens. En la puesta a punto de
los ensayos de actividad antioxidante de los aceites esenciales, observamos que la
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utilizacion de Tweens provocaba falsos positivos. Por ello, se realiz6 un estudio
para conocer la actividad del Tween 20 y el Tween 80 sobre el DPPH, la MPO y la
produccion de ROS en neutréfilos humanos, que se incluye también en la presente
tesis.

La tesis esta organizada en 10 capitulos. El presente capitulo (capitulo 1) recoge la
introduccion y los objetivos de la tesis. En el capitulo 2 se resumen los aspectos
relacionados con la caracterizacion fisico-quimica de las muestras. Los capitulos 3,
4 y 5 reunen informacion referida a los ensayos que exploran la actividad
antioxidante de las muestras. Los capitulos 6 y 7 se refieren a los ensayos que
evaluan el efecto de los aceites esenciales, sus fracciones o componentes aislados
sobre el sistema del complemento o la fagocitosis. En el capitulo 8 se resumen los
ensayos adicionales realizados con los surfactantes Tween 20 y Tween 80. Cada
uno de los capitulos del 3 al 8 cuenta con su propia introduccioén y un breve repaso
de los antecedentes existentes en la literatura cientifica. Se detalla en ellos la
metodologia seguida en cada ensayo realizado, los resultados de dichos ensayos y
se realiza un analisis de estos resultados en el contexto de lo publicado en la
literatura sobre el tema. Por ultimo, en el capitulo 9 se realiza una discusion general
e integrada de los resultados obtenidos y se presentan las conclusiones del trabajo.
El conjunto de toda la bibliografia citada se recoge en el capitulo 10.
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Caracterizacion fisico-quimica de las muestras

2.1 Introduccion

En el estudio de la actividad bioldgica de cualquier producto natural es importante
que el mismo esté convenientemente caracterizado desde un punto de vista fisico-
quimico. Esta necesidad resulta todavia mas relevante cuando se trata de
productos complejos como son los aceites esenciales. La caracterizacion fisico-
quimica de las muestras ensayadas en nuestra investigacion consistio en la
determinacion cualitativa y cuantitativa de la composicidon de las muestras
suministradas por la empresa Lidervet S.L y en la determinacion de algunos de sus
parametros fisico-quimicos. Para conseguir este objetivo, se emplearon diferentes
técnicas.

Las muestras fueron analizadas por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y por cromatografia de gases con un detector
de ionizacion de llama (GC-FID). Los constituyentes de las diferentes muestras
fueron identificados mediante los indices de retencion obtenidos en el analisis GC-
FID y los espectros de masas obtenidos por GC-MS. El porcentaje relativo de cada
componente en la muestra fue calculado a partir de las areas de los
correspondientes picos mediante el procedimiento de normalizacién. También se
determind la densidad relativa, el indice de refraccion y la rotacidon optica de las
muestras. En su conjunto, los ensayos analiticos permitieron una buena
caracterizacion de los aceites esenciales y fracciones terpénicas estudiadas.
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2.2 Descripcion de las muestras

Fueron analizadas 21 muestras, proporcionadas todas por la empresa Lidervet S.L.
Las muestras fueron adquiridas comercialmente por esta empresa y su listado se
relaciona en la Tabla 2.1. A las muestras entregadas por Lidervert S.L. se incorporé
el eugenol 99% (Sigma, referencia: E51791).

Tabla 2.1. Muestras de aceites esenciales, fracciones terpénicas y compuestos bajo estudio.

Aceite esencial o compuesto

Especie vegetal y parte utilizada de la planta

Aceite esencial del arbol del té

Acetato de bornilo + acetato de isobornilo

Aceite esencial de cayeputi
Aceite esencial de cilantro
Aceite esencial de clavo

Terpenos de clavo
Eugenol

Aceite esencial de enebro

Aceite esencial de estragén
Aceite esencial de jengibre
Aceite esencial de laurel

Aceite esencial de limoén
Terpenos de limén

Aceite esencial de niauli

Aceite esencial de nuez moscada
Terpenos de nuez moscada

Aceite esencial de orégano espafiol
Carvacrol 99%

Aceite esencial de palmarosa
Aceite esencial de romero

Aceite esencial de tomillo rojo

Timol 99%

Melaleuca alternifolia (Maiden &Betche) Cheel
hojas y ramas

Melaleuca cajuputi Powell

hojas

Coriandrum sativum L.

frutos

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry
botén floral

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry
boton floral

Juniperus communis L.

frutos

Artemisia dracunculus L.

hojas

Zingiber officinale Roscoe

rizoma

Laurus nobilis L.

hojas

Citrus limon (L.) Burm. f.
pericarpios frescos

Citrus limon (L.) Burm. f.
pericarpios frescos

Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake
ramas con hojas

Myristica fragrans Houltt.

semillas

Myristica fragrans Houtt.

semillas

Coridothymus capitatus (L.) Rchb. f.
partes aéreas floridas

Cymbopogon martini (Roxb.) Will. Watson
hojas

Rosmarinus officinalis L.

sumidades floridas

Thymus zygisL.

partes aéreas floridas
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Analisis por cromatografia de gases y espectrometria de masas

Los analisis mediante cromatografia de gases fueron realizados en un cromatografo
de gases Hewlett-Packard, modelo 6890, equipado con un detector de ionizacion de
llama y un inyector en modo “split”. Los datos cromatograficos fueron procesados
utilizando el paquete de software AgilentChemStation™. Previo a la realizacién de
los andlisis, la idoneidad del equipo de cromatografia de gases fue comprobada
mediante el ensayo establecido a tal efecto en la monografia general sobre aceites
esenciales de la Farmacopea Europea (EDQM, 2012).

Las condiciones de analisis fueron diferentes para cada muestra. En caso de existir,
se han seguido, en lo posible los métodos de la Farmacopea Europea (EDQM,
2012). Los analisis por GC-MS fueron realizados empleando un cromatografo de
gases Agilent 6890N acoplado a un espectrometro de masas de impacto electrénico
MSD 5973 de Agilent Technologies, mediante una conexion directa entre la
columna capilar y el espectrometro de masas. Se obtuvieron espectros de masas
entre m/z=35 y m/z=400, empleando una energia de ionizacién de 70 eV. El analisis
de datos cromatograficos y espectroscopicos se realizé mediante el paquete de
software Hewlett-Packard MS ChemStation™. Las condiciones fueron las mismas
que las que se emplearon en la GC-FID para cada muestra.

Tanto los analisis por GC-FID como los analisis por GC-MS se realizaron utilizando
una columna capilar con fase estacionaria polar, con las siguientes caracteristicas:
. Marca: Supelco

. Modelo: Supelcowax 10™

. Material: silice fundida

. Longitud: 60 m

. Diametro interno: 0,25 mm

. Fase estacionaria: carbowax
. Espesor de pelicula: 0,25 ym

Las muestras fueron analizadas por cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (GC-FID) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS); empleando en ambos casos la misma columna capilar. La
identificacion de los componentes se realizé a partir de los indices de retencion
obtenidos del analisis por GC-FID y sus espectros de masas obtenidos del analisis
por GC-MS. Los patrones de fragmentacion obtenidos a partir de los espectros de
masas para cada compuesto fueron cotejados con la informacién residente en las
librerias de espectros asociadas al software del GC-MS (Wiley 6), nuestra propia
biblioteca de espectros de masas y datos consultados en la bibliografia (Mc
Laffertyet al., 1993; EDQM, 2012).

Para la identificaciéon también se utilizaron los indices de retencion lineales
determinados frente a una serie homéloga de n-alcanos. Se empled una mezcla de
n-alcanos suministrada por la compafiia SUPELCO, referencia SP40000164 (lote
LB18862), constituida por alcanos lineales con un niumero de atomos de carbono
entre 8 (octano) y 23 (tricosano). Los indices de retencién lineales determinados
frente a una serie homdloga de esteres metilicos de acidos grasos fueron
igualmente determinados y utilizados en la identificacion. La serie homologa de
esteres metilicos de acidos grasos fue suministrada por LUCTA, S.A. Los indices
calculados para cada componente de las muestras objeto de estudio fueron
comparados con los de nuestra base de datos y en algunos casos con los
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proporcionados por la bibliografia. El porcentaje de cada componente en las
muestras fue determinado a partir de las areas de los picos cromatograficos
obtenidos en el analisis por GC-FID, empleando el procedimiento de normalizacion
y sin utilizar factores de respuesta.

2.3.2 Determinacion de la densidad relativa

Para la realizacién de este procedimiento se siguié la metodologia de ensayo
descrita en la Farmacopea Europea(EDQM, 2012). Se tomd un picnémetro
perfectamente seco al que se le determind la masa. También se determiné la masa
del picnémetro lleno de agua bidestilada a 20 °C. Se rellené el picndmetro con las
sustancias a ensayar a 20 °C y se determiné la masa. La densidad relativa de los
aceites esenciales o fracciones terpénicas estudiadas se definié como el cociente
entre la masa del aceite esencial (masa del picnémetro lleno de aceite esencial
menos la masa del picnémetro vacio) y la masa del agua bidestilada (masa del
picnédmetro lleno de agua bidestilada menos la masa del picnémetro vacio). El
resultado que se muestra es la media de tres mediciones independientes.

2.3.3 Determinacion de la rotacion dptica

Las determinaciones de rotacion Optica se realizaron siguiendo las
recomendaciones descritas en la Farmacopea Europea (EDQM, 2012). La
temperatura de ensayo fue de 25 °C y se empled un polarimetro Atago AP-300 que
tenia como fuente de luz una lampara de halégeno. Los ensayos se realizaron a
una longitud de onda de 589 nm vy los resultados se presentan como la media de
tres mediciones independientes.

2.3.4 Determinacion del indice de refraccion

El indice de refraccién se determind siguiendo las recomendaciones descritas en la
Farmacopea Europea(EDQM, 2012). Se empled un refractometro de mano modelo
Atago R5000. Los resultados se presentan como la media de tres mediciones
independientes. El rango de medicion del refractometro se encontraba entre 1,333-
1,520.

2.4 Resultados

En la Tabla 2.2 se resume la composicion de los aceites esenciales y fracciones
terpénicas ensayadas. Los resultados del andlisis de las sustancias puras
estudiadas no se incluyen en la Tabla 2.2. Su analisis por GC-FID y GC-MS
evidencid una pureza superior al 99% para eugenol, carvacrol y timol. Por lo que se
refiere a la mezcla de acetato de borniloy acetato de isobornilo, resulté ser un 76,8%
de acetato de bornilo, un 21,7% de acetato de isobornilo y un 1,0% de a-terpineol,
para un total identificado del 99,5%.

El conjunto de Figuras 2.1 muestra las estructuras de los compuestos mayoritarios
encontrados en los aceites esenciales y las fracciones terpénicas ensayadas. Los
resultados de los ensayos complementarios de control de la calidad que se les
realizaron a los aceites esenciales, fracciones terpénicas y compuestos puros se
resumen en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.2. Composicion de los aceites esenciales y fracciones terpénicas ensayadas

Aceite esencial o fraccion?

Sustancia

LA® CA CL CLT Cl JE EN LI LIT NI NU NUT PA TR RO OE ES AT
a-Pineno 5.6 1.8 - - 5.1 22 548 1.9 3.0 109 143 509 - 1.2 9.9 0.8 0.8 25
a-Tuyeno - - - - - - - 0.4 0.6 - 2.0 3.7 - 0.6 0.4 1.4 - 1.2
Canfeno - - - - 0.9 7.3 0.4 - 0.1 - - 0.7 - 0.8 43 - - -
6-Metil-5-hepten-2-eno - - - - - 0.4 - - - - - - - - - - - -
B-Pineno 4.4 1.4 - - 0.4 10 292 120 166 27 1.4 172 - 0.4 9.7 1.9 - 0.8
Sabineno 7.5 - - - - - 0.5 21 2.7 - 408 221 - - - - - 0.7
5-3-Careno - - - - - - 0.5 - - - 1.1 - - - 1.3 - - -
Mirceno - 1.4 - - 0.5 - 7.6 1.6 1.7 - 3.3 - 0.2 1.8 21 1.4 - -
a-Felandreno - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - -
a-Terpineno 0.6 - - - - - - - - - 21 - - 1.2 - 0.3 - 5.9
Limoneno 1.1 5.7 - - 2.1 7.9 4.1 70.3  69.1 71 4.1 0.5 - 0.6 - 0.8 25 1.1
B-Felandreno - - - - - - - 0.4 0.3 - 2.6 - - - - - - -
1,8-Cineol 65.6 67.8 - - - - - - - 58.3 - - - 0.6 497 - - 4.5
cis-B-Ocimeno - - - - - - - - - - - - 0.4 - - - 4.8 -
y-Terpineno 0.7 - - - 3.7 - - 6.8 1.4 1.2 34 - - 4.6 0.4 5.4 - 16.5
trans-3-Ocimeno - - - - - - - - - - - - 1.2 - - - 3.2 -
p-Cimeno 2.2 1.6 - - 1.8 - 0.5 1.6 43 24 1.3 0.7 - 23.2 1.7 8.1 - 9.3
Terpinoleno - - - - 0.5 - - 0.3 - 0.9 1.5 - - - - - - 2.9
a-Cubebeno - - - 0.8 - - - - - - - - - - - - - -
Hidrato detrans-sabineno - - - - - - - - - - - - - 0.2 - 0.2 - -
y-Elemeno - - - - - 0.6 0.3 - - - - - - - - - - -
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Sustancia

Aceite esencial o fracciéon®

LA®

CA

CL

CLT

Cl

JE

EN

LI

LIT

NI

NU

NUT

PA

TR

OE

ES

AT

Oxido de linalol

0.3

a-Copaeno

1.6

0.7

Alcanfor

5.7

Linalol

74.0

0.4

Hidrato decis-sabineno

B-Elemeno

1.1

Acetate de bornilo

0.5

B-Cariofileno

14.9

83.0

Isosativeno

0.4

Acetato de isobornilo

Terpinen-4-ol

44.5

Mirtenal

Sativeno

0.5

trans-Carveol

trans-Pinocarveol

0.7

trans-Verbenol

0.7

B-Farneseno

Aromadendreno

ar-Curcumeno

19.0

Estragol

o-Terpineol

a-Humuleno

Neral

0.3

0.2

10
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Sustancia

Aceite esencial o fracciéon®

CL CLT

Cl

JE EN

LI

LIT

NI

NU

NUT

Formiato de geranilo

Acetato de a-terpenilo

1.2

a-Terpineol

0.3

6.0

Borneol

0.9 -

Ledeno

Selineno

Germacreno D

0.6 -

Geranial

0.8

Zingibereno

22.3 -

Valenceno

0.3

B-Bisaboleno

0.4

Biciclogermacreno

1.4

E.E-a-farneseno

3.7 -

0-Cadineno

1.5

Acetato de geranilo

y-Cadineno

2.9 -

Mirtenol

B-Sesquifelandreno

12.2 -

cis-a-Bisaboleno

Nerol

cis-Calemeneno

Geraniol

80.3

Safrol

1.1

11
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Aceite esencial o fracciéon®

Sustancia
LA? CA CL CLT Cl JE EN LI LIT NI NU NUT PA TR RO OE ES AT

Butirato de geranilo - - - - - - - - - - - - 0.2 - - - - -

Valerato de geranilo - - - - - - - - - - - - 0.2 - - - - -

Oxido de cariofileno - - 0.5 - - - - - - - - - - - - - - -

Oxido de B-cariofileno - - - 2.7 - - - - - - - - 0.4 0.4 - 0.7 - -

Guaiol - 0.6 - - - - - - - - - - - - - - - -

Nerolidol - - - - - 0.6 - - - 2.3 - - 0.7 - - - - -

Viridiflorol - - - - - - - - - 49 - - - - - - - -

a-Cedrol - - - 0.5 - - - - - - -

Eugenol - - 815 - - - - - - - - - - 0.4 - - - -

Elemol - - - - - 0.4 - - - - - - - - - - - -

Timol - - - - - - - - - - - - - 500 - 0.4 - 0.6

Elemicina - - - - - - - - - - 2.3 - - - - - - -

Carvacrol - - - - - - - - - - - - - 4.3 - 72.7 - -

a-Eudesmol - 0.4 - - - - - - - - - - - - - - - -

3-Eudesmol - 0.5 - - - - - - - - - - - - - - - -

Miristicina - - - - - - - - - - 4.3 - - - - - - -

Acetato de eugenilo - - 1.3 - - - - - - - - - - - - - - -

Farnesol - - - - - - - - - - - - 11 - - - - -

Total identificado (%) 100.0 993 999 984 1000 954 99.7 100.0 999 100.0 100.0 97.8 995 99.6 100.0 100.0 99.1 99.5

? Aceite esencial o fraccion: LA: laurel, CA: cayeputi, CL: clavo, CLT: clavo terpenos, Cl: cilantro, JE: jengibre, EN: enebro, LI: limon, LIT: limoén terpenos, NI: niauli, NU: nuez
moscada, NUT: nuez moscada terpenos, PA: palmarosa, TR: tomillo rojo, RO: romero, OE: orégano espafiol, ES: estragoén, AT: arbol del té.

12
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Estructuras de los componentes mayoritarios®

OT %,OT ;

>

Acetato de bornilo Acetato de B-Cariofileno Carvacrol
isobornilo
?
EE OCHj
p-Cimeno 1,8-Cineol ar-Curcumeno Estragol
OH
NS
OH |
OCHj; |
OH =
Eugenol Geraniol Limoneno Linalol
: 2 J/ijig ;OH
a-Pineno B-Pineno Sabineno B-Sesquifelandreno Terpinen-4-o/
OH
OH
y-Terpineno a-Terpineol Timol Zingibereno

@ Constituyentes en cantidad superior al 10% alguno de los aceites esenciales o fracciones estudiados

Figura 2.1. Estructuras quimicas de los componentes mayoritarios de los aceites esenciales
y fracciones ensayados.
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Tabla 2.3. Resultado de los ensayos de rotacion 6ptica, indice de refraccion y densidad
relativa.

Aceite esencial o compuesto Rotacién éptica  indice de refraccion Densidad relativa

Arbol del té +8,60 ° 1,477 0,898
Bornilo + isobornilo, acetatos de -8,90° 1,461 0,981
Cayeputi -0,15° 1,466 0,916
Cilantro +10,00 ° 1,461 0,864
Clavo -1,15° >1,520 1,037
Clavo (terpenos) -9,20° 1,498 0,901
Eugenol -1,58 °© >1,520 1,066
Enebro -6,10° 1,472 0,860
Estragon +3,45° 1,513 0,937
Jengibre -23,60° 1,485 0,884
Laurel -12,40° 1,462 0,916
Limoén +65,35° 1,472 0,848
Limon (terpenos) +40,75° 1,469 0,843
Niauli -0,60 ° 1,465 0,905
Nuez moscada +31,05° 1,475 0,904
Nuez moscada (terpenos) +6,95° 1,470 0,874
Orégano espafiol -2,86 ° 1,506 0,935
Carvacrol - >1,520 0,976
Palmarosa +0,60 ° 1,472 0,881
Romero -0,70° 1,464 0,905
Tomillo rojo +1,33° 1,500 0,922
Timol >1,520 0,976
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Capitulo 3. Actividad captadora de radicales libresy sobre la produccion de ROS

Actividad captadora de radicales libres

y sobre la produccién de ROS

3.1 Introduccion

3.1.1 Generalidades

Un antioxidante es definido como una sustancia que cuando esta presente a bajas
concentraciones comparadas con aquellas de los sustratos oxidables, retrasa
significativamente o impide la oxidacion de dicho sustrato. Los antioxidantes
pueden actuar mediante uno o varios mecanismos como la interrupcion de la
formacion de radicales libres, interrupcion de su propagacion o la promocioén del
sistema de defensa antioxidante en las células. La potencia antioxidante de un
compuesto y su solubilidad en lipidos influencian su accesibilidad a los radicales
peréxidos, especialmente en la membrana o los sistemas miscelares y las
emulsiones. En estos sistemas son necesarias caracteristicas duales (hidrofilicas e
hidrofébicas) para una mayor accién (Amorati et al.,, 2013). La efectividad
antioxidante esta relacionada con la energia de activacién, con las constantes de
reaccion, el potencial de oxidacion-reduccion, la facilidad con la que el antioxidante
se destruye o pierde (volatilidad y susceptibilidad al calor), y la solubilidad del
antioxidante. Las reacciones de inhibicion o la reaccién de propagacion de los
radicales libres son ambas exotérmicas. A medida que las energias de disociacion
de los enlaces A:H (antioxidante) y R:H (sustrato oxidable) se incrementan, la
energia de activacion se incrementa también y disminuye la eficiencia antioxidante.
Por el contrario, si las energias de disociacion de los enlaces disminuyen, la
eficiencia antioxidante se incrementa (Wanatabe et al., 2010).
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Los antioxidanes mas efectivos son aquellos que interrumpen la reaccién en
cadena de formacion de los radicales libres. Estos antioxidantes usualmente
contienen anillos aromaticos o fendlicos y donan H' a los radicales libres formados
durante la oxidacién, convirtiéndose en radicales ellos mismos. Estos radicales
intermedios son estabilizados por resonancia del electrén en el anillo aromatico y la
formacion de estructuras quinénicas. Muchos de los fenoles carecen de posiciones
propicias para un ataque del oxigeno molecular. Los antioxidantes sintéticos como
el butil-hidroxi-anisol (BHA), el butil-hidroxi-tolueno (BHT) o los compuestos de
origen natural, contienen funciones fendlicas que funcionan de esta manera.
También los compuestos de origen vegetal con actividad antioxidante por lo general
atrapan el radical oxigeno con compuestos fendlicos (Brewer, 2011). Sin embargo,
existen muchos otros mecanismos que pueden llevar a un extracto natural a tener
un efecto antioxidante. Por ejemplo, algunos terpenos insaturados (no fendlicos) se
autoxidan de forma similar a los lipidos insaturados. Si estos terpenos poseen una
estructura de ciclohexadieno como el y-terpineno o el a-felandreno, sufren una
autoxidacion muy acelerada que conduce a la extincién inmediata de las cadenas
de propagacion de los radicales libres. Funcionan de hecho como antioxidantes y
reducen el consumo de oxigeno (Amorati et al., 2013).

En el sistema inmune, inflamacién y estrés oxidativo estan asociados. Una de las
respuestas inflamatorias mas abundantes es la llamada “explosiéon oxidativa® que
aparece en monocitos, neutréfilos, eosinofilos y macrofagos. La fagocitosis de las
bacterias va acompafada de inflamacion y en ella tiene lugar un intenso incremento
en el consumo de oxigeno y formacioén del radical superéxido (O,). Este radical es
convertido rapidamente a peroxido de hidrégeno (H.O.), espontaneamente o por
medio de la enzima superoxidodismutasa. El peroxido de hidrogeno puede ser
reducido también por los iones de los metales bivalentes de transicién como el Fe?".
La accidn de los metales bivalentes de transicion sobre el perdxido de hidrégeno
genera el radical hidroxilo (HO’), uno de los agentes oxidantes mas fuertes que
puede a su vez reaccionar rapidamente con acidos grasos poliinsaturados,
resultando en la produccion de los radicales peroxilos (ROO’). El perdéxido de
hidrogeno también puede oxidar los iones cloruro (CI7) a acido hipocloroso (HOCI),
un oxidante muy fuerte que puede reaccionar con las aminas, produciendo las
cloraminas, algunas de las cuales son muy toxicas. Estos radicales son
denominados como especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés).

Durante el proceso de inflamacién también ocurre la generacién de otros radicales
libres llamados especies reactivas del nitrégeno (RNS por sus siglas en inglés). El
oxido nitrico (NO") y el anion peroxinitrito (ONOO™) son dos ejemplos de este tipo de
radicales. El 6xido nitrico se produce en grandes cantidades por la enzima oxido
nitrico sintasa inducible (iNOS) en los macrofagos activados y los neutréfilos
durante las reacciones inmunes y de respuesta frente a las infecciones. Las ROS y
las RNS son generadas en los fagocitos con el propésitos de neutralizar los
organismos invasores, teniendo por lo tanto un papel importante en la defensa del
organismo. Sin embargo, su sobreproduccién puede ser responsable de los dafos
causados en los sitios de la inflamacion. Estas especies reactivas tienen también
otro papel muy importante en la inflamacién al provocar la liberacién de elementos o
moléculas que son mensajeros celulares. Las ROS y las RNS actuan como
moduladores de las protein-quinasas, las lipasa-quinasas, las fosfatasas, los
receptores de membranas, los canales idnicos y los factores de transcripcion,
incluyendo al factor nuclear-kB (NF-kB). Proteinas que en su conjunto regulan la
expresion de las citoquinas fundamentales (Miguel, 2010).
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3.1.2 Actividad antioxidante de los aceites esenciales

Muchos aceites esenciales presentan actividad antioxidante. Esta propiedad tiene
gran interés para la industria alimentaria debido a sus posibilidades de empleo
como aditivo y conservante. En relacién a la salud animal o humana la capacidad
de atrapar radicales libres o de inhibir su produccién puede tener un papel muy
importante en la prevencion de ciertas enfermedades como el cancer,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiacas o la propia funcion
inmune. Un ndmero cada vez mayor de evidencias relacionan estas enfermedades
con el dano causado por los radicales libres. Si los aceites esenciales son capaces
de atrapar o inhibir la produccién de radicales libres, ellos también pueden actuar
como agentes antiinflamatorios (Miguel, 2010).

La Tabla 3.1 resume los estudios sobre la actividad antioxidante de los aceites
esencialesdeterminadamediante el ensayo de captacion del radical libre estable
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Debido a la gran cantidad de articulos publicados
sobre este tema, se han incluido solamente articulos seleccionados bajo los
siguientes criterios:

e Limitado a los aceites esenciales estudiados en el presente trabajo y sus

principales componentes.
e Trabajos publicados entre 2002 y 2014.

Las publicaciones donde se estudia la actividad de los aceites esenciales sobre la
produccion de ROS mediante la citometria de flujo son recogidas en laTabla 3.2. En
este caso no se han limitado los afios de busqueda bibliografica ni las especies
vegetales consideradas.

A diferencia de lo que sucede con el ensayo del DPPH, los trabajos donde se
examina el efecto sobre la produccion de ROS de aceites esenciales o sus
componentes mediante la citometria de flujo son bastante escasos. Este hecho
resalta la novedad e importancia de nuestra investigacion. El estudio en células
vivas permite relacionar el efecto antioxidante con mecanismos bioldgicosque van
mas alla de la captacion de radicales libres.

Tabla 3.1. Revision de trabajos publicados que estudian la capacidad de captacién de
radicales libres “in vitro” mediante el ensayo de inhibicién del radical libre estable del DPPH.

Aceite esencial o Referencia
compuesto

Alcanfor

Actividad sobreel DPPH

1Cs0=4780,0 pg/mL Dawidowicz & Olszowy,

2014

trans-Anetol

A 20 mg/mL no se pudo calcular la ICs.

Aazza et al., 2011

Artemisia dracunculus

1Cs0= 3200,0 pg/mL

5000,0 pg/mL causaron un 16,0 % de inhibicion.
1000,0 pg/mL causaron un 14,0 % de inhibicion.
1000,0 pg/mL causaron un 10,0 % de inhibicion.

Ayoughi et al., 2011
Lin et al., 2009
Lopes-Lutz et al., 2008
Kordali et al., 2005

[B-Bisaboleno

5000,0 pg/mL causaron un 3,0 % de inhibicion.

Lin et al., 2009

Borneol A 20 mg/mL no se pudo calcular la ICxs. Aazza et al., 2011
5000,0 pg/mL causaron un 2,0 % de inhibicion. Lin et al., 2009
No fue activo entre 15425,0 pug/mL y 385625,0 Slameriova et al., 2009
pg/mL
3-Careno A 20 mg/mL no se pudo calcular la I1Cs. Aazza et al., 2011
0-2-Careno 0,4 % (v/v) causaron un 13,0% de inhibicion. Emami et al., 2007
B-Cariofileno 100,0 yg/mL causaron un 6,0 % de inhibicion. Dar et al., 2011

5000,0 pg/mL causaron un 7,0 % de inhibicion.

Lin et al., 2009
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Cariofileno, 6xido de

ICso= 18600,0 ug/mL

Papageorgiou et al.,
2008

Carvacrol 751,1 pg/mL causaron un 33,9% de inhibicién. Ali et al., 2013
I1Cs0= 132,0 pg/mL Beena et al., 2013
I1Cs0= 105,0 pg/mL Giweli et al., 2013
1640,0 mg carvacrol/lg de DPPH causaron un Lemonis etal., 2013
50,0% de inhibicion.
1Cs0= 4300 pg/mL Wang et al., 2013
ICs0=433,0 pg/mL Oztiirk, 2012
I1Cs0= 52,0 pg/mL Aazza et al., 2011
I1Cso= 248,0 pg/mL Ozkan & Erdogan, 2011
1C50=160,2 pg/mL Rua et al., 2011
I1Cso= 267,0 pg/mL. Chen et al., 2009
500,0 pg/mL causaron un 79,2 % de inhibicion. Lin et al., 2009
I1Cso= 448,0 pg/mL Safaei-Ghomi et al,
2009
1Cs0= 267,0 pg/mL Mastelic et al., 2008
ICs0=400,0 pg/mL Kulisic et al., 2004
p-Cimeno IC50>1000,0 pg/mL Oztiirk, 2012

A 20 mg/mL no se pudo calcular la |Cs.
5000,0 pg/mL causaron < del 1,0 % de inhibicion.

Aazza et al., 2011
Lin et al., 2009

Cinamaldehido

ICs0= 3100,0 pg/mL

Wang et al., 2013

1,8-Cineol No activo Ojeda-Sana et al., 2013
0,8 pL/mL causaron un 40,0% de inhibicion. SahinBasak & Candan,
2013
La maxima concentracion ensayada no permiti6 Aazza et al., 2011
calcular la ICx.
I1Cs0= 46,0 ug/mL Hussain et al., 2010
5,0 %(v/v) causaron un 3,0 % de inhibicion. Yang et al., 2010
No activo. Papageorgiou et al.,
2008
4,0% (v/v) causaron un 43,0% de inhibicion. Wang et al., 2008b
Citral ICs0= 7200,0 pg/mL Wang et al., 2013

Citrus limon

I1Cs0 =6680,0 pg/mL

400,0 pL/mL causaron un 80,0% de inhibicién.
ICs0= 16145,0 pg/mL

ICs0= 60,0 pg/mL.

ICs0= 3,8 %(v/v)

Dawidowicz & Olszowy,
2014

Oboh et al., 2014
Aazza et al., 2011
ChunYan et al., 2010
Yang et al., 2010

Coriandrum sativum

4000,0 pg/mL causaron un 56,0% de inhibicion.
5000,0 pg/mL causaron un 20,0% de inhibicion.
C. sativum caus6 un 4,8% de inhibicion.
Actividad significativa

100,0 pg/mL causaron un 51,0% de inhibicion.
ICs0=60000,0 pg/mL

I1Cs0= 72,0 pg/mL

Baja actividad antioxidante a las concentraciones
ensayadas.

5000,0 pg/mL causaron un 30,0% de inhibicion.
ICsp= 170,0 g /mmol de DPPH

Aliakbarlu et al., 2013
Alves-Silva et al., 2013
Amariei et al., 2013
Chaudhary et al., 2013
Shalaby et al., 2011
Sriti et al., 2011
Romeilah et al., 2010
Mikre et al., 2007

Politeo et al., 2006

Puertas-Mejia et al.,
2002

Cymbopogon martinii

I1Cs0= 51,0 pg/mL
5000,0 pg/mL causaron un 15,0 % de inhibicion.
No activo.

Tsai et al., 2011
Lin et al., 2009
Scherer et al., 2009

B-Elemeno. No activo. Dar et al., 2011

Estragol ICso= 5760,0 pg/mL Dawidowicz & Olszowy,
2014

Eugenol ICs0= 11,8 pg/mL D’Avila Farias et al.,
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I1Cs0=200,0 pg/mL
1Cs0= 1,0 pg/mL

I1Cs0 =1,34 pL/mL
1,6 pg/mL causaron un 50,0% de inhibicién.
8,0 pg/mL causaron un 70,0% de inhibicién.

ICso= 110,0 pg/mL

1C50= 16,0 pg/mL.
|C50< 9,0 pg/mL
1Cs0= 0,54 Mol/Mol DPPH

40,0 pg/mL causaron inhibicién de 259,0 pmol/mL
de equivalentes de a- tocoferol.

I1Cs0= 5,0 pg/mL
I1Cs0= 9,0 pg/mL
500,0 pg/mL causaron un 93,0 % de inhibicion.
I1Cs0= 5,0 pg/mL

Concentraciones entre 0,8 pg/mL y 16,4 pg/mL
mostraron una alta actividad.

1Cs0= 9,0 pyg/mL
ICs0= 0,26 mol/ mol de DPPH

2,3 pg/mL causaron un 20,0% de inhibicion.
1Cs50= 1,3 pg/mL

1Cs0= 9,8 pg/mL

1Cs0= 0,08% (v/v)

4,6 pg/mL causaron un 43,0% de inhibicion.

Dawidowicz & Olszowy,
2014

Seema Farhath et al.,
2013

Jumepaeng et al., 2013
Nam & Kim, 2013

Padmakumari Amma et
al., 2013

Petchsoongsakul &
Pechyen, 2012

Giilgin, 2011
Jung et al., 2011

Bortolomeazzi et al.,
2010

Horchani et al., 2010

Politeo et al., 2010
Chen et al., 2009
Lin et al., 2009

Scherer &
Godoy, 2009

Slameriova et al., 2009

Teixeira

Mastelic et al., 2008

Bortolomeazzi et al.,
2007

Kadoma et al., 2007
Jirovetz et al., 2006
Ito et al., 2005
Fujisawa et al., 2004
Tomaino et al., 2004

Geranilo, acetato de

ICso= 4,0 ug/mL

Seema Farhath et al,
2013

Geraniol 1Cs0= 25,0 pg/mL Seema Farhath et al,
2013
Gingerol 1C50= 68,0 pg/mL Seema Farhath et al,

2013

Juniperus communis

1Cs0= 34800,0 pug/mL
El aceite esencial causé un 2,0 % de inhibicion.

Hoferl et al., 2014
Amariei et al., 2013

Laurus nobilis

50 pL/mL causaron un 83,3% de inhibicion.
2000 ppm causaron un 45,0% de inhbicién.
0,8 yL/mL causaron un 60,0% de inhibicion.

I1Cs0= 59,2 pg/mL
Semillas IC5o= 66,0 pg/mL, hojas ICsp= 53,0 pg/mL
1Cs0= 94655,0 pg/mL

200 ppm causaron una inhibicion mas efectiva que
el BHT.

Buena actividad antioxidante a las concentraciones
ensayadas.

5000 pg/mL causaron un 68,0% de inhibicion.

Nehir El et al., 2014
Turan, 2014

Sahin Basak & Candan,
2013

Yilmaz et al., 2013
Saab et al., 2012

Ozcan et al., 2010
Nabiha et al., 2009

Politeo et al., 2007

Politeo et al., 2006

Limoneno

1C50 =1870,0 pg/mL
0,8 uL/mL causaron un 55,0% de inhibicion.

A 20 mg/mL no se pudo calcular la ICs.
1Cs0=2,1% (V/v)
0,4 % (v/v) causaron un 1,0% de inhibicion.

Dawidowicz & Olszowy,
2014

Sahin Basak & Candan,
2013

Aazza et al., 2011
Yang et al., 2010
Emami et al., 2007

Linalilo, acetato de

A 20 mg/mL no se pudo calcular la ICs.

Aazza et al., 2011

Linalol

A 20 mg/mL no se pudo calcular la ICs.

Aazza et al., 2011
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Melaleuca alternifolia

ICs0= 12,5 pg/mL.
I1Cs0= 30,0 pg/mL
0,1% (v/v) causaron un 54,0% de inhibicion.

Noumi et al., 2011
Tsai et al., 2011
Kim et al., 2004

Melaleuca 5000,0 pg/mL causaron un 4,0 % de inhibicion. Lin et al., 2009
quinquenervia
Mirceno I1Cs0= 4,5 pL/mL Ojeda-Sana et al., 2013

5000,0 pg/mL causaron un 3,0 % de inhibicion.

Lin et al., 2009

Myristica fragrans

I1Cs0= 3930,0 pg/mL

ICs0=22000,0 pg/mL

5000,0 pg/mL causaron un 24,0% de inhibicién.
0,4% (v/v) causaron un 89,0% de inhibicion.
0,013 % (v/v) causaron un 52,0% de inhibicién.

Nanasombat et al., 2011
Jukic et al., 2006
Politeo et al., 2006
Singh et al., 2005
Tomaino et al., 2004

a-Pineno I1Cs0= 18,0 puL/mL Ojeda-Sana et al., 2013.

A 20 mg/mL no se pudo calcular la ICs. Aazza et al., 2011

100,0 pg/mL causaron un 4,0 % de inhibicion. Dar et al., 2011

5,0 % (v/v) causaron un 3,0% de inhibicion. Yang et al., 2010

I1Cs0= 20000,0 pg/mL Papageorgiou et al.,

2008

4,0% (v/v) causaron un 46,0% de inhibicion. Wang et al., 2008b

No activo. Emami et al., 2007
B-Pineno I1Cs0= 10,0 % (v/v) Yang et al., 2010

4,0% (v/v) causaron un 46,0% de inhibicion.
0,4 % (v/v) causaron un 1,0% de inhibicion.

Wang et al., 2008b
Emami et al., 2007

Rosmarinus officinalis

50 pL/mL causaron un 47,1% de inhibicion.
50 pL/mL causaron un 51,0% de inhibicion.

I1Cs0 =77,6 puL/mL
2000 ppm causaron un 15,0% de inhibicién.

R. officinalis caus6 un 3,3% de inhibicion.
I1Cs0 =189,0 pg/mL

Fenotipos: hojas anchas ICs= 25,0 yL/mL, hojas
estrechas IC5, =11,0 yL/mL

ICs0= 12800,0 pg/mL.
Actividad dosis dependiente.
1C50=1,26% (V/v)
ICs0=110,0 pg/mL

ICs0< 11,5 pg/mL

ICs0= 21,0 pg/mL

ICs0= 121610,0 pg/mL

ICs0= 17000,0 pg/mL

I1Cs0= 8,6 % (v/v)

I1Cs0= 28,0 pL/mL (v/v)

5000,0 pg/mL causaron un 8,0 % de inhibicion.
Buena actividad antioxidante.

Buena actividad antioxidante.

I1Cso= 27,0 pg/mL

I1Cs0= 3500,0 pg/mL

Concentracion no especificada causé un 92,0% de
inhibicon..

4,0% (v/v) causaron un 62,0% de inhibicion.

I1Cs0= 3,82 pl/mL

0,2 % (v/v) causaron un 24,0% de inhibicion.

233,0 yg/mL causaron un 7,0% de inhibicion.

Baja actividad antioxidante.

1,0% (v/v) causaron un 64,0% de inhibicion.
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Kacaniova et al., 2014
Karakaya et al., 2014

Raskovi¢ et al., 2014
Turan, 2014

Amariei et al., 2013
Miladi et al., 2013
Ojeda-Sana et al., 2013

Yosr et al., 2013
Martac & Podea, 2012
Beretta et al., 2011
Kadri et al., 2011
Haijlaoui et al., 2010
Hussain et al., 2010

Viuda-Martos et al.,
2010a

Viuda-Martos et
2010b

Yang et al., 2010
Zaouali et al., 2010

Lin et al., 2009
El-Massry et al., 2008
Fakoor & Rasooli, 2008
Genena et al., 2008

Papageorgiou et
2008

Topal et al., 2008

al.,

al.,

Wang et al., 2008b
Bozin et al., 2007
Gachkar et al., 2007
Mata et al., 2007
Mikre et al., 2007
Sacchetti et al., 2005
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Buena actividad antioxidante.
ICs0= 140,0 g/mmol de DPPH

El-Ghorab, 2003
Puertas-Mejiaet al., 2002

Sabineno

0,4 % (v/v) causaron un 5,0% de inhibicién.

Emami et al., 2007

Syzygium aromaticum

ICso= 330,0 pg/mL

4000,0 pg/mL causaron un 90,0% de inhibicion.
S. aromaticum caus6é un 93,7% de inhibicion.
100,0 pg/mL causaron un 80,3% de inhibicién.
10 000 pg/mL causaron un 70,0% de inhibicion.
I1Cs0= 5,0 ug/mL

1Cs0< 11,5 pg/mL

I1Cs0= 5,0 ug/mL

1Cs0= 1119,0 pg/mL

1Cs0= 380,0 pg/mL

1C50= 5,0 ug/mL

1Cs0= 8,0 ug/mL

1Cs0= 36,0 pg/mL

1C50= 0,2 pg/mL

Buena actividad antioxidante.

I1Cs50= 0,1 pg/mL

5000,0 pg/mL causaron un 93,0% de inhibicion.
0,0026 % (v/v) causaron un 35,0% de inhibicion.
Buena actividad antioxidante.

Dawidowicz & Olszowy,
2014

Aliakbarlu et al., 2013
Amariei et al., 2013
Elslimani et al., 2013
Ramadan et al., 2013
Riaz et al., 2011
Hajlaoui et al., 2010
Politeo et al., 2010
Silvestri et al., 2010

Viuda-Martos et al,
2010b

Scherer &
Godoy, 2009

Scherer et al., 2009
Wang et al., 2008a
Chaieb et al., 2007a
Fazel et al., 2007
Jirovetz et al., 2006
Politeo et al., 2006
Tomaino et al., 2004

El-Ghorab & El-Massry,
2003

Teixeira

a-Terpineno 84,5 pg/mL causaron un 30,0% de inhibicién. Kim et al., 2004
y-Terpineno 1C50= 22700,0 pg/mL Chen et al., 2014
IC50>1000 pg/mL Oztiirk, 2012
0,4 % (v/v) causaron un 18,0% de inhibicion. Emami et al., 2007
177,1 pg/mL causaron un 12,0% de inhibicién. Kim et al., 2004
a-Terpineol 1Cs0= 332800,0 pg/mL Bicas et al., 2011
a-Terpineol 5000,0 pg/mL causaron un 1,0 % de inhibicion. Lin et al., 2009

a-Terpinoleno

27,2 pg/mL causaron un 0,4% de inhibicion.

Kim et al., 2004

Thymbra capitata

200,0 pg /mL causaron un 85,4% de inhibicion.
1Cs0= 102,0 pg/mL

1Cs0=62000,0 - 74000,0 pg/mL

1Cs0= 61,0 pg/mL

1Cs0= 250,0 pg/mL

El Abed et al., 2014
Tabti et al., 2014

Chedia et al., 2013
Albano et al., 2012
Galego et al., 2008

Thymus zygis I1Cs0= 76,0 pg/mL Amarti et al., 2011
1Cs0=400,0 pg/mL. Dandlen et al., 2010
Timol 1Cs0=250,0 pg/mL Dawidowicz & Olszowy,
2014
751,1 pg/mL causaron un 35,0% de inhibicion. Ali et al., 2013
1Cs0= 168,0 pg/mL Beena et al., 2013
1Cs0= 403,0 pg/mL Giweli et al., 2013
1Cs0= 400,0 pg/mL Ojeda-Sana et al., 2013
1Cs0=306,0 pug/mL Oztiirk, 2012
1Cs0= 51,0 pg/mL Aazza et al., 2011
1Cs0= 163,0 pg/mL Ozkan & Erdogan, 2011
1Cs0= 107,4 pg/mL Rua et al., 2011
1Cs0= 45,0 pg/mL Archana et al., 2009
5000 pg/mL causaron un 84,0 % de inhibicion. Lin et al., 2009
1Cs0= 269,0 pg/mL Mastelic et al., 2008
1Cs0= 500,0 pg/mL Kulisic et al., 2004
a-Tuyeno 0,4 % (v/v) causaron un 5,0% de inhibicion. Emami et al., 2007
Zingiber officinale 8000,0 pg/mL causaron un 36,1% de inhibicion. Bayala et al., 2014
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4000,0 pg/mL causaron un 63,0% de inhibicion.

ICso = 11700,0 pg/mL

500,0 pg/mL causaron un 30,0% de inhibicién.

ICso= 0,0144 % (v/v)

0,8% (v/v) causaron un 29,0% de inhibicién.

ICso= 65,0 pg/mL
ICso= 160,0 pg/mL.
ICso= 4385,0 pg/mL

0,5 %(v/v) causaron un 95,0 % de inhibicion.
200,0 yg/mL causaron un 52,0% de inhibicién.
1,0% (v/v) causaron un 55,0% de inhibicion.

Aliakbarlu et al., 2013

Bellik et al., 2013

Jeena et al., 2013

Wang et al., 2012

Padalia et al., 2011

El-Baroty et al., 2010
El-Ghorab et al., 2010
Leelapornpisid et al.,

2008

Singh et al., 2008
Wei & Shibamoto, 2007
Sacchetti et al., 2005

Tabla 3.2. Revision de trabajos publicados que estudian la actividad de los aceites
esenciales o sus constituyentes sobre la produccion de ROS mediante la citometria de flujo.

Aceite Ensayo Resultados Referencia
esencial o
compuesto
Anethum Se emplea Candidaalbicans. Incremento de la produccién de Chen etal., 2013
graveolens Tratamientos entre 0,156 y 1,25 ROS que fue dosis-dependiente.
uL/mL. Incubacién durante 12 h.
Borneol Se emplean ratas que son Incremento en la cantidad de Horvathova et al.,
tratadas. Se determina glutation glutation total en los hepatocitos 2012
total en los hepatocitos. de las ratas.
Carvacrol Se emplean glioblastomas no Incremento de la producciéon de Liang & Lu, 2012
estimulados y son tratadas con ROS en glioblastomas en forma
30,0;60,0 y 90,1 pg/mL de dosis-dependiente.
Carvacrol durante 24 h.
Citral Se emplean linfocitos humanos no  Incremento significativo de la Sinha et al., 2014
estimulados. Tratamientos de 200, produccion de ROS a todas las
400y 800 pg/mL. concentraciones ensayadas.
Cymbopogon Se emplean linfocitos humanos no  Incremento significativo de la  Sinha et al., 2014
citratus estimulados. Tratamientos de 200, produccion de ROS a todas las
400 y 800 pg/mL. concentraciones.
Cymbopogon Se emplean linfocitos humanos no  Los tratamientos no produjeron  Sinha et al., 2014
martinii estimulados. Tratamientos de cambios significativos respecto al
1000, 1500 y 2000 pg/mL. control.
Cymbopogon Se emplean linfocitos humanos no  Incremento significativo de la  Sinha et al., 2014
winterianus estimulados. Tratamientos de produccion de ROS a todas las
1000, 1500 y 2000 pg/mL. concentraciones.
Eugenol Se emplean células no La produccién de ROS no se vio Fujisawa et al,
estimuladas. afectada. 2004.
Geraniol Se emplean linfocitos humanos no  Los tratamientos no produjeron  Sinha et al., 2014
estimulados.  Tratamientos de cambios significativos respecto al
1000, 1500 y 2000 pg/mL. control.
Melaleuca Se emplean leucocitos humanos Los tratamientos redujeron la  Caldefie-Chezet et

alternifolia

estimulados por PMA.

Tratamiento del 0,1%.

Se emplean leucocitos humanos
no estimulados y estimulados por
tres estimulantes diferentes (PMA,
fMLP y zimosan). Tratamiento del
0,1%.

produccion de ROS.

Incremento de la produccion de

ROS en leucocitos no
estimulados. En leucocitos
estimulados el tratamiento produjo
inhibiciéon (indiferente del

estimulante).

al., 2006.

Caldefie-Chezet et
al., 2004

Terpenos

Se toman células no estimuladas
y se tratan con terpenos.

El  tratamiento  produjo  un
aumento en la produccion de
ROS.

Johard et al., 1993

Vetiverol,
acetato de

Se emplean linfocitos humanos no
estimulados. Tratamientos de 200,
400 y 800 pg/mL

Incremento significativo de ROS a
las concentraciones de 400 y 800
pg/mL.

Sinha et al., 2014
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3.2 Materiales y métodos

Con el propésito de estudiar la actividad antioxidante de extractos y compuestos se
han descrito numerosos ensayos experimentales in vitro. Algunos de estos ensayos
implican la utilizacion de células vivas mientras que en otros no ocurre asi.

3.2.1 Ensayo de la actividad antioxidante por el método del DPPH
3.2.1.1 Fundamento del ensayo

En este ensayo se siguié la metodologia establecida por Brand-Williams et al.,
(1995). La reaccién con el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®) en
solucién alcohdlica se utiliza con el objetivo de evaluar la actividad antioxidante de
un extracto o compuesto. La reduccion de la absorbancia a una longitud de onda
caracteristica permite seguir el curso de la reaccion. EI DPPH*® absorbe a los 515nm
pero cuando reacciona con un antioxidante (AH) o con una especie radical (R®), la
absorcion a esa longitud de onda desaparece.

DPPH® + AH — DPPH—H + A°
DPPH* + R*— DPPH—R

3.2.1.2 Preparacion de las muestras de aceites esenciales

Se tomaron 10 pL de cada aceite esencial y se anadio este volumen a un eppendorf
de 1,5 mL previamente tarado. La masa de esta alicuota se determiné en balanza
analitica. Se completd el volumen hasta 1mL con etanol absoluto. Se sometié la
mezcla a vortex durante 2 minutos. Esta solucién se utiliz6 como solucién madre. A
partir de la solucién madre se realizé una dilucién 1o empleando como solvente el
etanol absoluto. Esta fue la primera solucién de trabajo. La primera dilucion fue
seguida a su vez de 6 diluciones (/2) consecutivas también empleando como
solvente el etanol absoluto. La secuencia de diluciones realizadas fue la siguiente:
solucién madre (10 pyL/mL)— /4, (primera solucién ensayada)— %— Y%— Yoo Voo
Vo—'Va.

3.2.1.3 Material

- 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) [Sigma, referencia: D9132].

- Dimetil-sulfoxido (DMSO) [Sigma, referencia: D1435].

- Quercetina [Sigma, referencia: Q4951].

- Etanol absoluto [Sigma, referencia: 459844].

- Microtubo tipo Eppendorf 1,5 mL tapa plana [Rubilabor, referencia:
711.1500].

- Tubos plasticos de 15 mL. [Rubilabor, referencia: 644.2015].

- Placa microtiter 96 pocillos, fondo plano. [Rubilabor, referencia: 822.0005].

- Puntas de multipipeta de 200 pL(fine point LTS tips). Solo para empleo en
multipipetas LTS (Rainin) [Rainin, referencia: RC-L250/10].

- Puntas de pipeta de 200 uL [Rubilabor, referencia: 16-2001].

- Punta de pipeta de 10 mL [Rubilabor, referencia: 511.0002].

- Punta de pipeta 100-1000 uL [Rubilabor, referencia: 015/162222].

- Espectrofotémetro para la lectura de las microplacas a 515 nm. [Microplate
reader spectrophotometer,Benchmark Plus,BIORAD, USA, 2004].
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3.2.1.4 Solucion de DPPH

Solucién madre de DPPH: Se toma 1g de DPPH y se disuelve en 100 mL de etanol
absoluto para distribuir en alicuotas de 100 pyL que tendran una concentracion de
316 uM/L. Se almacenan las alicuotas a -80 °C.

Solucién de trabajo: Se toma el contenido de una alicuota de DPPH y se transfiere
a un tubo de ensayo desechable de 15 mL donde se mezcla con 7,147 mL de
etanol absoluto.

3.2.1.5 Solucién de quercetina (control positivo)

Se empled una solucién de quercetina en dimetil-sulféxido (DMSO) como control (+)
de la actividad antioxidante. En un microtubo tipo eppendorf previamente tarado se
peso en balanza analitica 10 mg de quercetina. Posteriormente se afiadid 1 mL de
DMSO. Esta solucién se utilizé como solucion madre. A partir de la solucién madre
se realiz6 una dilucion /4o empleando como solvente el etanol absoluto. Esta fue la
primera soluciéon de trabajo. Esta primera dilucién fue seguida a su vez de 6
diluciones (%2) consecutivas, cada una la mitad de la solucién anterior (empleando
en estas diluciones el etanol absoluto). La secuencia de diluciones realizadas fue la
siguiente: solucion madre (10 mg/mL)— /1o (primera solucién ensayada)— “%— V—
Y2— Y2— V2—"2.El DMSO fue ensayado por separado sin que presentara ninguna
actividad intrinseca en este ensayo.

3.2.1.6 Método operatorio del ensayo de DPPH

Se toma una placa de fondo plano de la que se utilizan solo las primeras 6
columnas en cada experimento con el fin de disminuir el tiempo total de
experimentaciéon y medicion (Figura 3.1).
La metodologia del ensayo y la distribucién de las muestras y controles es la
siguiente:
1. En los pocillos designados como “muestra problema” se afiaden 95 uL de
solucién de trabajo de DPPH + 5 uL de muestra problema.
2. En los pocillos designados como “blanco de la muestra problema” se
afiaden 95 L de etanol absoluto + 5 UL de muestra problema.
3. Enlos pocillos designados como “DPPH, 0 % de inhibicion® se afiaden 95 uL
de DPPH + 5 yL de etanol absoluto
4. En los pocillos designados como “blanco del DPPH” se afiaden 100 uL de
etanol absoluto.
5. Se incuba la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente y en la
oscuridad (para que el DPPH se afecte lo menos posible por la luz).
6. Se realiza la medicién de la absorbancia a 515 nm.
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e Muestra problema

E eBlanco de la muestra
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G e DPPH (0% de
H inhibicion)

eBlanco del DPPH

Figura 3.1. Representacion esquematica de la distribucién de las muestras y
controles en una placa de microtiter de 96 pocillos.

3.2.1.7 Procesamiento de los resultados y estadistica

La inhibicion (%) del radical libre estable del DPPH fue calculada segun la siguiente
férmula:

1(%)=100-[(A4, — 4,)/ A,1x100

Donde:

I: inhibicion (%)

Ao: Absorbancia del control negativo

A,: Absorbancia de la muestra o tratamiento

Los resultados fueron resumidos en tablas donde se recogié el efecto de las
diferentes concentraciones de las muestras sobre la inhibicion (I, %). Los datos
reflejan las medias * desviacion estandar (DE) de cuatro experimentos
independientes. Las comparaciones entre los diferentes tratamientos y los controles
se realizaron mediante un analisis de varianza (one-way ANOVA) seguido de una
prueba de Dunnett (Dunnett’s test). Como nivel de significacién se tomd una
p<0.05. La concentracion inhibitoria 50 % (ICsp) fue calculada, cuando fue posible,
por interpolacién en una rectaobtenida mediante regresion lineal. Esta recta se
obtuvo de graficar la inhibicion (%), versus el logaritmo de la concentraciéon del
aceite esencial (ug/mL). Para la realizacién de los calculos y el analisis estadistico
se utilizé el software Graphpad, Prism version 5.0 para Windows (San Diego, CA,
USA).

3.2.2 Ensayo de la actividad sobre la producciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en neutréfilos humanos

3.2.2.1 Fundamento del ensayo

El objetivo del ensayo consiste en la determinacion de la produccion intracelular de
ROS en neutrofilos mediante la citometria de flujo. Para realizar esta determinacion
se utiliza la 2',7 -diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA), sustancia que es
empleada ampliamente como marcador para la determinacién de la produccién de
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ROS en neutréfilos y macréfagos. Este marcador por sus propiedades lipdfilas
difunde rapidamente hacia el interior de las células, donde las esterasas
citoplasmaticas lo desacetilan a 2,7 -diclorofluorescina (DCFH), compuesto no
fluorescente. La DCFH queda atrapada en el interior de la célula por su mayor
polaridad, concentrandose en el citoplasma. Este compuesto reacciona
cuantitativamente con las ROS y se oxida a 2,7 -diclorofluoresceina (DCF) en una
reaccion catalizada por la peroxidasa. La DCF es un compuesto muy fluorescente a
530 nm (fluorescencia verde). Cuando la célula es tratada con estimulantes de la
produccion de ROS el incremento de éstos compuestos producira una mayor
oxidacion de la DCFH, formando en consecuencia mayor cantidad de DCF. Se
observara una mayor fluorescencia que sera proporcional al aumento en la
produccion de ROS. La produccién de ROS puede de esta forma ser cuantificada
por el citometro de flujo.Las células no estimuladas presentan poca fluorescencia
por si mismas y sirven de referencia para la comparacién con las células
estimuladas con diferentes compuestos.

Los compuestos mas frecuentemente empleados para estimular la produccion de
ROS en las células son el H,O,, el 13-acetato-12-miristato de forbol (PMA por sus
siglas en inglés), y el N-formil-metionil-leucil-fenil-alanina (fMPL por sus siglas en
inglés). Estas sustancias tienen distintos mecanismos de estimulacion de la
produccion de ROS. En nuestro caso hemos empleado el H,O, y el PMA. El
H,O.tiene un efecto directo en la oxidacion de la DCFH y es un precursor de las
ROS. El H,O, se puede producir intracelularmente por peroxisomas y mitocondrias
y también puede difundir al interior de la célula desde el espacio extracelular
cuando se libera por células especializadas durante la inflamacién o en condiciones
“in vitro” cuando es afadido en el medio. Los radicales libres del oxigeno y las ROS
son igualmente capaces de activar el NF-kB en una variedad de células. Muchos de
los genes sensibles al estatus redox de la célula poseen motivos kB en su region
promotora y se unen al factor de transcripcion NF-kB cuando este se encuentra
activado. Por su parte, el PMA activa a la proteina quinasa C, la cual inicia entonces
una cascada de respuestas que llevan a la fosforilacidn y la inactivacion del IkB. La
inactivacion del IkB trae como consecuencia la translocacion del NF-kB (p50/p65)
desde el citosol al nucleo, donde se une al elemento receptor e induce la expresion
de un grupo de genes de respuesta inmediata y temprana, involucrados en las
respuestas inmunes e inflamatorias. Los neutréfilos estimulados con PMA liberan
cantidades de O, comparables a las observadas con agonistas fisiolégicos
(Robinson et al., 1985; Shapira et al.,1994; Ogata et al., 2000; Sodsai et al., 2007).

Puesto que algunas enzimas intracelulares como las catalasas o las peroxidasas
(especialmente la mieloperoxidasa) interfieren significativamente en la reaccion de
oxidacion, la adicion de azida sédica (NaN3) disminuye estas interferencias en la
oxidacion de la DCFH. Posiblemente, la disminucién en las interferencias por la
adicion de azida sodicas se produce por inactivacion de estas enzimas
intracelulares como la mieloperoxidasa. La azida sddica también inhibe la oxidacion
mitocondrial espontanea al inhibir la citocromo oxidasa. Sin embargo, la presencia
de la azida sédica no afecta la viabilidad celular.

Entre las células relacionadas con la produccion de ROS se encuentran los
neutrdéfilos, los monocitos, los macréfagos, los eosindfilos y las células endoteliales.
El consumo de oxigeno y la oxidacion durante la estimulacion fagocitica son
equivalentes o superiores en monocitos respecto a neutrofilos. Los monocitos, sin
embargo, parecen convertir una menor parte del oxigeno consumido a O, y H,O,
que los neutroéfilos. Estas diferencias se relacionan con un elevado incremento en la
respiracion mitocondrial en monocitos fagociticos, pero no en neutrdfilos. En el caso
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de los linfocitos, éstos presentan un minimo estrés oxidativo. De las tres
poblaciones celulares que coexisten en las muestras sanguineas, procedentes de
buffycoats (linfocitos, monocitos y neutrdéfilos), se ha estudiado la produccién de
ROS en neutrdfilos.El método operatorio utilizado en nuestro trabajo fue el descrito
por Pérez-Garcia et al., (1996). A este método se le realizaron algunas
modificaciones para adaptarlo al empleo de microplacas y la utilizacion de aceites
esenciales como sustancias bajo estudio.

3.2.2.2 Preparacion de las muestras de aceites esenciales

Se tomaron 10 pL de cada aceite esencial y se anadio este volumen a un eppendorf
de 1,5 mL previamente tarado. La masa de esta alicuota se determiné en balanza
analitica. Se completé el volumen hasta 1mL con soluciéon salina de Hanks
modificada sin los cationes Ca®" y Mg*. Esta solucién de Hanks habia sido
previamente suplementada con un 10% de DMSO y 1,5% del emulgente alimentario
E-484 (estearil citrato) con el fin de facilitar la solubilidad de los aceites esenciales.
Los aditivos o solventes empleados fueron ensayados previamente para descartar
que presentaran algun tipo de actividad por si mismos. Estos resultados no se
muestran por razones de espacio. Se sometié la mezcla a vortex durante 2 minutos
que fueron seguidos de un tratamiento de 5 minutos en el equipo de ultrasonido. El
resultado final fue una emulsion del aceite esencial con aspecto homogéneo. Esta
emulsion se utilizé como solucion madre. A partir de la solucién madre se realizaron
varias diluciones diferentes empleando como solvente solucién salina de Hanks
modificada sin los cationes Ca?* y Mg”. La primera dilucion fue una dilucién 1/6,6666
de la solucién madre; o lo que es lo mismo, se tomaron 150 pL de solucion madre y
se afiadié solucion de Hanks modificada sin los cationes Ca®*" y Mg®" hasta
completar 1 mL en un eppendorf de 1,5 mL (0,15 % v/v en el eppendorfy 1,5 x 107
% viv en la placa). Esta fue la primera solucion ensayada en algunas de las
sustancias bajo estudio. Al anadir el tratamiento a la placa ocurre una dilucién 10
de las concentraciones que se encuentran en el eppendorf. La segunda dilucién
también fue realizada a partir de la solucién madre mediante una dilucién'/s. Se
tomaron 125 pL de solucion madre y se completaron con solucion de Hanks
modificada sin los cationes Ca?* y Mg?* hasta completar 1 mL en un eppendorf de
1,5 mL (0,125 % v/v en el eppendorf y 1,25 x 102 % v/v en la placa).La tercera
dilucién fue realizada a partir de la solucién madre mediante una dilucién /1o (0,10
% vIv en el eppendorfy 1,0 x 10?% v/v en la placa). Esta tercera dilucién dio lugar a
otras dos diluciones, una dilucién % (0,075% v/v en el eppendorfy 7,5 x 10° % viv
en la placa) y una dilucién % (0,05% v/v en el eppendorfy 5,0 x 10 v/v en la placa).
Esta ultima dilucién (0,05% v/v en el eppendorf) fue seguida de una serie de
diluciones Y2 y '/10. La secuencia de estas diluciones fue la siguiente: Y2— Yo— Vo
V2—>V2—> VZ—> 1/10—> 1/10.

3.2.2.3 Material

- Etilendiaminatetraacetato de sodiodihidratado (EDTA-Na,*H,0). [Sigma,
referencia: E6511].

- Azida sddica (NaN;)[Sigma, referencia: 71289].

- 2'7'-diclorofluorescina-diacetato (DCFH-DA) [Sigma, referencia: D6883].

- Peréxido de hidrogeno (H,0,) 30% [Sigma, referencia: H3410].

- Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) [Sigma, referencia: P8139].

- loduro de propidio [Sigma, referencia: P4170].

- Cloruro de amonio (NH,CI). [Sigma, referencia: A9434].

- Bicarbonato de potasio (KHCO;). [Sigma, referencia: P9144]

- Dimetil-sulféxido (DMSO) [Sigma, referencia: D1435].

- Paraformaldehido [Sigma, referencia: 158127].
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- Quercetina [Sigma, referencia: Q4951].

- Tween 20 [Sigma, referencia: P1379].

- Tween 80 [Sigma, referencia: P1754].

- Solucioén salina de Hanks modificada, mas cationes Ca** y Mg®* (HBSS).
[Sigma, referencia: H8264].

- Solucién salina de Hanks modificada, sin los cationes Ca** y Mg?* (HBSS)
[Sigma, referencia: H6648].

- Ricinoleato de gliceril-polietilenglicol (E484) [suministrado por Lidervet, S.L.].

- Microtubo tipo eppendorf 1,5 mL tapa plana [Rubilabor, referencia:
711.1500].

- Tubos plasticos de 50 mL sin faldén [Rubilabor, referencia: 644.2050].

- Tubos plasticos de 15 mL [Rubilabor, referencia: 644.2015].

- Placa microtiter 96 pocillos, fondo plano. [Rubilabor, referencia: 822.0005].

- Puntas de multipipeta de 200 pL(fine point LTS tips). Solo para empleo en
multipipetas LTS (Rainin) [Rainin, referencia: RC-L250/10].

- Puntas de pipeta de 200 pL [Rubilabor, referencia: 16-2001].

- Punta de pipeta de 10 mL [Rubilabor, referencia: 511.0002].

- Punta de pipeta 100-1000 uL [Rubilabor, referencia: 015/162222].

- Buffycoats procedentes del Banc de Sang i Teixits de Catalunya.

- Citometro de flujo: Cytomics FC 500 MPL system, Beckmancoulter, Inc.
Pertenece a la Unidad de Citometria de los Servicios-Técnicos de la
Universidad de Barcelona.

3.2.2.4 Solucién de 2',7'-diclorofluorescina-diacetato (DCFH-DA)

Se prepara una solucion madre de DCFH-DA con DMSO (0,6 mg/mL). Se divide en
alicuotas de 50 pLy se almacena a -80°C (evitar la exposicién a la luz). Para cada
experimento se utiliza una nueva alicuota.

3.2.2.5 Solucién de azida sédica (NaN;)

Se prepara una solucién con una concentracién de 100 yM en HBSS sin los
cationes Ca?" y Mg?*. Se conserva a temperatura ambiente.

3.2.2.6 Solucién de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)

Se prepara una solucién madre de PMA en DMSO (1 mg/mL) y posteriormente se
preparan alicuotas de 20 pL para su almacenamiento a -80°C. Horas antes de su
utilizacién se prepara la dilucién adecuada con HBSS sin los cationes Ca** y Mg?".
La concentracion final sera de 10 pM.

3.2.2.7 Solucién de perdéxido de hidrogeno (H»0,)

La solucion de H,O, se prepara antes de su utilizacion. La concentracion final sera
de 100 uM.

3.2.2.8 Solucién de ioduro de propidio (IP)

Se prepara una solucién de 1 mg de IP en 1 mL de HBSS sin los cationes Ca®* y
Mg?. Se conserva a 4 °C. El ioduro de propidio permite una excelente
discriminacion de las células viables. Es una sustancia capaz de intercalarse vy tefiir
el ADN de las células muertas o con la membrana celular dafiada pero incapaz de
atravezar la membrana celular intacta. La solucion se manipula con todas las
precauciones necesarias para materiales toxicos.
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3.2.2.9 Solucién de quercetina

Se realiza una dilucion de 10 mg de quercetina en 1 mL de DMSO. Se continua con
dos diluciones sucesivas 1/10 hasta llegar a la concentracion de 100ug/mL. Esta
fue la concentracion ensayada como control (+) y la concentracion efectiva en el
pocillo de la microplaca fue de 10,0ug/mL. Las sucesivas diluciones fueron
realizadas con solucién salina de Hanks modificada sin los cationes Ca?* y Mg?*. La
secuencia de diluciones realizadas fue la siguiente: solucion madre (10 mg/mL)—
'11,0—"11o(solucién ensayada).

3.2.2.10 Solucioén de paraformaldehido

Con el objetivo de fijar las células y detener las reacciones de formacion de ROS se
prepara una solucién de paraformaldehido en HBSS sin los cationes Ca** y Mg?".
La concentracion sera del 1% en soluciéon peso/peso. La dilucion se realiza en
caliente (bafio de maria) pues a temperatura ambiente el paraformaldehido tiene
muy baja solubilidad.

3.2.2.11 Solucion de hemolisis

Se prepara una soluciéon madre (x10) que se conserva a 4 °C y que esta compuesta
por: NH,4CI (8,99 g), KHCO; (1,0 g), EDTA-Na, (0,037 g), H,O MilliQc.s.p. 100 mL.
Esta solucion madre se diluye 1:10 (v/v) en el mismo momento de uso. Con esta
técnica se busca una acumulacion de NH,CIl en el interior de los eritrocitos. Se
produce un aumento en la presion osmaética de los eritrocitos y como consecuencia
la ruptura de la membrana celular, lo que facilita su eliminacion selectiva (Bossuyt
et al.; 1997).

3.2.2.12 Selecciéon del tampoén

Durante la manipulacién de las células es necesario prevenir su agrupacion, un
fenémeno que se facilita si estan presentes los cationes Ca?* y Mg®*. En cambio,
durante la realizacion del ensayo funcional activo, se prefiereel tampén
HBSSmaslos cationes Ca®* y Mg?*.

3.2.2.13 Obtencion de la suspension de leucocitos humanos

Se obtienen los leucocitos a partir de buffycoats provenientes del Banc de Sang i
Teixits de Catalunya. Los buffycoats son la capa amarillenta rica en células blancas
y plaquetas obtenidas por centrifugacion de la sangre procedente de voluntarios
humanos sanos. El procedimiento que se emplea para la obtencion de la
suspension de leucocitos es la hemdlisis (shock hemolitico) mediante el empleo de
una solucién de cloruro amoénico (Bossuyt et al.; 1997).

1. Se toman 500 yL de sangre total que se depositan en tubos plasticos de 15 mL.
Se afiaden 5 mL de solucion de hemdlisis ya diluida.

2. Tras 3 minutos de lisis, se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm y 4 °C y se elimina
el sobrenadante.

3. El acumulo de células obtenido se lava con solucién de HBSS sin cationes Ca?*
y Mg? (5 mL) y se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm.

4. Tras la centrifugacion se elimina el sobrenadante y el acumulo de células se
resuspende en HBSS sin cationes Ca?" y Mg®* (4mL).

La suspensién resultante contiene todo tipo de leucocitos y una cantidad variable de

eritrocitos y restos celulares. La cantidad de restos se puede minimizar con
sucesivos lavados y centrifugaciones. Se ha de tener en cuenta que un incremento
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en el tiempo de lisis con cloruro amdénico puede dar como resultado un aumento de
la mortalidad y alteracién en la morfologia celular. Las preparaciones celulares se
mantuvieron en hielo hasta su empleo, el cual nunca fue superior a las 2 horas.

3.2.2.14 Método operatorio en el ensayo de determinacion de ROS por medio de la
citometria de flujo

1. Se toman los tubos cénicos de 15 mL que contienen la suspensién de células y
se anaden 40 pL de DCFH-DA a cada tubo. Se procede a la mezcla
cuidadosamente.

2. Se afiaden 40 yL de azida sédica a cada tubo y se mezcla cuidadosamente.

3. Se incuban los tubos durante 10 minutos en bano termostatado a 37 °C, con
agitacién continua y en completa oscuridad. Este es el tiempo necesario para
que la DCFH-DA penetre a las células.

4. Se realiza una centrifugacion de los tubos durante 5 minutos a 2500 rpm y 4 °C.
Se elimina el sobrenadante y se vuelve a resuspender el acimulo de células en
4 mL de solucién de HBSS mas los cationes Ca®* y Mg?".

5. Se toma una microplaca de fondo plano de 96 pocillos. Se utilizan los 48
primeros pocillos. Un grupo de pocillos pasara a ser el grupo control, otro grupo
sera el control estimulado (con H,O,0 PMA) y el resto de los pocillos incluira los
diferentes tratamientos. Uno de estos tratamientos sera el control (+) de la
inhibicion de ROS. En nuestro caso hemos utilizado la quercetina. Cada control
o tratamiento fue ensayado por duplicado. En la Figura 3.2 se muestra la
distribucion de los controles y tratamientos a través de la microplaca.

12 34567 8 5101112

A eNivel base (0% de
B 3"'*.*‘.%}:’:‘:’:’.*. actividad). (
C Fod 4 +.0.f.+.+.+.¢.¢ e Nivel estimulado con
D ...1&.#..+...¢.+ + H,O, o PMA (100% de
E ot ot actividad).
F .,..,..,Q,.’,.,, (D Muestra  problema
G . .... (muestra +H,O, o
H PMA).
eControl positivo
(quercetina + H,O, o
PMA).

Figura 3.2. Representacion esquematica de la distribucion de las
muestras y controles en una placa de microtiter de 96 pocillos.

6. De la suspensiéon de células fluorescentes preparadas con la DCFH-DA se
toman 200 pyL que se afaden atodos los pocillos del experimento (los pocillos
tienen capacidad para 300 pL).

7. Se afaden20 puL de tratamiento a los pocillos designados como tal. En los
pocillos designados como control de nivel base y control de nivel estimulado se
afiaden 20 pL de HBSS mas los cationes Ca®* y Mg?*.Se incuba en la oscuridad
durante 5 minuntos a 37° C con agitacion horizontal.

8. Se afiaden 20 pL del estimulante de la producciéon de ROS (H,0O.0 PMA) a
todos los pocillos excepto a los controles de nivel basal deROS, donde se
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afiade 20 pLde HBSS mas los cationes Ca?* y Mg?*. Se incuba 5 minutos a 37°
C, con agitacién horizontal.

9. Se fijan las células y se detiene la reaccion con 50uL de solucién de
paraformaldehido al 1% en cada pocillo. Después se situa la placa sobre una
capa de hielo (0 °C).

10. Cinco minutos antes del analisis por citometria se afiaden 2 pL de ioduro de
propidio (IP) en cada pocillo de la placa (concentracién final 10 pg/mL).

3.2.2.15 Parametros analizados mediante el citbmetro de flujo

En el citometro de flujo fueron registrados los valores de dispersion lateral de la luz
(sidescatter, abreviado: SSC) y dispersion frontal de la luz (forward scatter,
abreviado: FSC). Ademas se determind la intensidad de la fluorescencia verde
(515-540 nm) para la deteccion de la 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) y de la
fluorescencia roja (607 nm) para la deteccién del ioduro de propidio (IP). La
intensidad de fluorescencia fue expresada como el valor de la media del canal de
fluorescencia.También, se tuvo en cuenta que la estimulacion de las ROS por el
PMA o el H,O, aumenta la FSC y la SSC en las diferentes poblaciones sanguineas,
especialmente en losneutrdéfilos. Este efecto se consideré al definirla poblacion de
neutrdéfilos pues se tomo el control estimulado (no tratado) con PMA o H,O, como la
muestra que marca las dimensiones de la regién poblada por los neutrdfilos. El
protocolo de analisis de los datos procesados fue realizado mediante los
histogramas que se exponen en las Figuras 3.3, 3.4y 3.5.
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Figura 3.3. Histogramas biparamétricos que registran los valores de FSC y de SSC.
La regién 6 (R6) selecciona los neutrofilos. La region 4 (R4) selecciona
linfocitos y la region 5 (R5) los monocitos. Aqui se representa el tamafo
celular o de particula frente a la granulosidad. Se observan las
diferentes poblaciones celulares y sus aspectos morfologicos generales.
También se aprecia si quedan restos de hematies. En el histograma de
la izquierda las células estan en su estado basal y en el de la derecha
han sido estimuladas con PMA. La poblacién estimulada con PMA se
desplaza hacia arriba.
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Figura 3.4. Histograma biparamétrico que registra la FSC y la
fluorescencia roja asociada al IP (escala logaritmica). La
region 3 (R3) selecciona los leucocitos viables, aquellos
con fluorescencia roja inferior a un valor. Las células con
fluorescencia roja superior a R3 se consideran muertas. En
nuestros experimentos la viabilidad celular siempre fue
mayor del 95 %.
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Figura 3.5. Secuencia de histogramas monoparamétricos de la intensidad de
fluorescencia verde de la 2',7"-diclorofluoresceina (escala logaritmica).
En los histogramas se aplican las regiones R6 y R3 (gating) para que
del total de leucocitos solo fueran considerados los neutréfilos viables.
De izquierda a derecha se puede ver en primer lugar un control de
actividad basal, después vemos el desplazamiento a la derecha que
provoca la estimulacion con PMA y por ultimo el efecto reductor de la
fluorescencia (desplazamiento a la izquierda) que provoca el
tratamiento con una muestra antioxidante en células estimuladas con
PMA.

3.2.2.16 Células estudiadas

El minimo de células estudiadas ha sido 50000, con un minimo de 20000 neutrdfilos
en la suspension de leucocitos. Todas las medidas se han realizado sobre la
poblacion viable (negativa frente al ioduro de propidio).
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3.2.2.17 Analisis de los datos

La inhibicién(%) de la produccion de ROS causada por cadatratamiento se calcula
en funcion de la disminucion de la fluorescencia de las muestras tratadasrespecto a
los controles estimulados.La inhibicién (%) de la produccién de ROS fue calculada
de la siguiente forma:

(%) =100 —[(F, = F,) /(F, = F;)]x 100
Donde:
| : inhibicién (%)
F:: valor de fluorescencia del tratamiento
Fo: valor de fluorescencia del control del nivel base
F.: valor de fluorescencia del control estimulado

3.2.2.18 Procesamiento de los resultados y estadistica

Los analisis citométricos han sido grabados como archivos (listmodes) para
posteriormente ser reprocesados en un ordenador mediante el software
especializado Summit version 4.2 para Windows. Los resultados fueron resumidos
en tablas donde se recogio el efecto de diferentes concentraciones de aceite
esencial sobre la inhibicion (%) de la produccion de ROS. Los datos reflejaron las
medias + desviacion estandar (DE) de cuatro experimentos independientes. Las
comparaciones entre los diferentes tratamientos y los controles se realizaron
mediante un analisis de varianza (one-way ANOVA) seguido de una prueba de
Dunnett (Dunnett’s test). Como nivel de significacion se tomdé una p<0.05. La
concentracién inhibitoria 50 % (ICsy) fue calculada cuando fue posible por
interpolacion en una curva dosis-respuesta construida mediante una regresién no
linear que seguia un modelo de curva sigmoidea. Esta curva se obtuvo de graficar
la inhibicién (%) de la produccion de ROS, versus el logaritmo de la concentracion
del aceite esencial (ug/mL). Para la realizacién de los calculos y el analisis
estadistico se utilizé el software Graphpad, Prism version 5.0 para Windows (San
Diego, CA, USA).

3.3 Resultados

La Tabla 3.3 recoge los resultados del ensayo del DPPH. Puesto que las diluciones
de las diferentes muestras se hicieron tomando volumenes iguales, las
concentraciones estan expresadas en % (v/v). Las equivalencias entre estas
concentraciones y su valor en yg/mL para el ensayo del DPPH estan reunidas en la
Tabla 3.4. Las Tablas 3.5 y 3.6 registran los resultados de los ensayos de actividad
sobre la produccion de ROS en neutréfilos estimulados con PMA y H,0,
respectivamente. En la Tabla 3.7 se resumen los efectos del carvacrol sobre la
produccion de ROS en neutréfilos sin estimulacion. Finalmente, las equivalencias
entre las concentraciones expresadas en % (v/v) y su valor en ug/mL para el
ensayo de actividad sobre la produccion de ROS estan recogidas en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.3. Resultados de los ensayos in vitro de captacion del radical libre del DPPH.

Inhibicion del radical libre del DPPH (%)

Conc.

Aceites esenciales, fracciones o constituyentes

Arbol del t¢ Bornilo+ Cayeputi Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragon  Jengibre Laurel Limén Limoén
(%, viv) isobornilo, (terpenos) (terpenos)
acetatos de
Control 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,040,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
9,8x10° 4,7+26* 2,8+1,0 2,2+0,1 2,3+0,7 3,9+4,6 0,8+5,1 57+2,0 2514 3,6+16* 2,6+0,2 2,7+2,1 -0,4+4,2 0,8+2,2
2,0x10™ 2,9+1,7 3,6+1,6 2,8+1,4 31+14 109+42* -3,1+29 11,1+23* 1,6+1,4 1,3%12 0,8+0,5 4,612,1 0,1+3,6 1,4+1,9
3,9x10" 2,3+1,6 3,56 0,8 3,0£0,7 4,8+2,7 19,1+6,2* -3,142,8 195+32* 44+22 24+25 1,3+0,9 4,042,1 0,6+2,8 0,2+1,0
7,8x10" 1,2+ 2,5 3,9+2,3* 26+1,1 2915 31,546,3* 0,3t2,7 349+55* 21+1,1 2,112 1,717 3,8+2,5 1,2+3,9 2,0+1,7
1,6 x 10° 2,2+1,1 2,742,3 3,56+1,7* 4,0£2,7 53,4+89* -1,0+3,6 56,2+8,3* 3,7£2,3 2,7+14* 1,220 4,1£3,4 2,54+2,4 2,7+1,8*
31x10° 3,8t2,4* 43+22* 3,0+1,9* 52+39* 72,7+52* 14432 758=%7,7* 43+3,0* 21+14 1,3+0,8 2,729 2,8+3,8 2,5+1,7
6,3x10° 2,14£3,2 54+2,7* 3,8+26* 54+40* 882+30* 59+51* 893+3,1* 53+3,8* 3,3+1,6* 3,5¢3,2 57+28* 5,0£7,2 * 2,0¢1,2
1,3x 10 3,8+0,7 2,3+1,3 3,3t1,0* 52436 94,2+0,6* 4,843,7 n/a 3,240,9 59+22* 24+15 3,9+3,4 5,0+£3,0 3,2+0,9 *
2,5x10% 4,0+1,2 4,420 45+1,5* 57+15* n/a 9,9+1,6 * n/a 3,8+1,5 8,0¢1,3* 3,0¢1,9 8,1+29* 5,0+1,0 3,5¢1,7*
5,0x10% 8,6+1,2* 9,5¢52* 49+1,5* 10,7¢+1,9* n/a 15,9419 * n/a 5,3+3,56* 10,5¢0,2* 9,1+95* 14,1+3,1* 5,2+1,6 4,5+1,3*
ICs0 (Mg/mL) - - - 13,2+2,9 11,7£0,7 - -

*Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 3.3. Continuacion.

Inhibicién del radical libre del DPPH (%)

Conc. Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

%, ViV Niauli Nuez moscada Nuez moscada Orégano Carvacrol  Palmarosa Romero Tomillo  Timol Control (+)
(terpenos) Espafiol rojo

Control 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 pg/mL Quercetina
9,8 x10® 1,0£2,5 2,0£2,9 2,2+1,4 4,1+7,3 3,4+3,0 1,719 2,5+0,2 2,5¥2,3 3,0%4,3 Control 0,0£0,0
2,0x10"  0,8+26 1,516 2,2+1,4 2,4£7,5 2,84£3,9 27+26 0,0£1,4 23+1,5 2,443,6 1,10 70+56"
39x10*  08%12 0,7+#22 0,7+1,6 3,418,7 3,5£3,7 3,8+3,3 1,8¢1,1 29+16 54+39* 2,10 128+7,0*
7,8x10™ 1,0£2,3  2,9%1,1 0,7£1,5 5,0£7,0 5,6+4,7* 2524 0,9+1,4 6,5#3,2* 7,2+34* 4,30 22,7+11,56*
1,6x10° 1,5¢2,2 1,8+14 1,8+1,9 7,494~ 10,1£54* 21+2.2 1,4£1,7 9,4443* 10,7+3,2* 8,60 42,0+ 189"
3,1x10° 22+15 3,8+1,7* 2,5¢2,8* 12,6¢6,0* 15,0+2,8* 29%3,5 1,382,0 14,9+6,1* 17,441~ 17,10 65,3 +20,1*
6,3x10°  4,6+42* 6,5¢28* 3,3£2,3* 18,846,9* 228+41* 33127 1,312,6  16,9+3,4 * 25,8452 ¢ 34,20 87,2+91*
1,3x10% 6,0¢1,6* 6,7£0,6 * 4,4+14* 17,6£8,8* 31,1£3,9* 41142 2,8£11 27,5457 * 25,223 * 68,40 941+18"
25x10%  6,240,5* 13,6+3,0* 6,1£2,5* 29,4+7,7* 43,7+24* 56149 1,410,9 31,4+1,0* 39,0+4,3 ¢ 136,80 -
50x10%  7,6+0,8* 18,2433 * 52+2,1* 44,0+4,3* 542+1,7* 53+33 1,7¢1,5  423+2,6 * 53,0+4,2 * 273,60 -
ICs0 (g/mL) --- --- --- 500,7£35,4 --- --- --- 448,0+33,6 ICso ug/mL 10,514,6

* Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 3.4. Equivalencias entre concentraciones expresadas en % (v/v) yconcentraciones expresadas pg/mLen el ensayo del DPPH.

Equivalencias entre concentraciones en % (v/v) y pg/mL para las sustancias ensayadas frente radical libre estable del DPPH
%, viv Arbol del té Bornilo + Cayeputi Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragon Jengibre Laurel
isobornilo, (terpenos)
acetatos de
9,8 x10® 0,9 1,0 0,9 0,9 1,1 0,9 1,1 0,8 0,9 0,9 0,9
2,0x10™ 1,7 2,0 1,8 1,7 2,2 1,8 2,1 1,6 1,9 1,7 1,7
3,9x10* 3,5 3,9 3,5 3.4 43 3,6 4,2 3,3 3,8 3,4 3,5
7.8x10* 7,0 7,9 7,1 6,8 8,6 7,3 8,4 6,5 7,5 6,9 7,0
1,6 x 10 14,0 15,8 14,1 13,6 17,3 14,6 16,8 13,1 15,1 13,8 14,0
3,1x10° 27,9 31,6 28,2 27,3 34,6 29,1 33,6 26,1 30,2 27,5 28,0
6,3x10° 55,9 63,2 56,4 54,6 69,2 58,2 67,2 52,2 60,4 55,0 56,0
1,3x 107 111,7 126,3 112,8 109,1 138,3 116,5 134,5 104,4 120,7 110,0 112,0
2,5x10% 2234 2527 225,6 218,3 276,6 232,9 268,9 208,8 241,5 220,1 223,9
5,0 x 10% 446,9 505,3 451,2 436,6 553,3 465,9 537,9 417,6 483,0 4401 447.8
%, viv Limén Limon Niauli Nuez Nuez Orégano Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol
(terpenos) moscada moscada Espafiol
(terpenos)
9,8x10° 0,8 0,8 0,9 0,8 0,9 0,9 1,1 0,8 0,9 1,0 1,3
2,0x10™ 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,8 2,2 1,7 1,8 2,0 2,7
3,9x10* 3,3 3,3 3,5 34 34 3,7 4.4 3,4 3,5 3,9 5,3
7.8x 10" 6,7 6,6 6,9 6,8 6,9 7.4 8,8 6,8 7,0 7,8 10,6
1,6x10° 13,3 13,2 13,9 13,5 13,7 14,8 17,6 13,5 14,0 15,7 21,2
3,1x10° 26,6 26,5 27,8 27,0 27,4 29,6 35,2 27,1 28,1 31,3 424
6,3x10° 53,2 53,0 55,5 54,0 54,8 59,2 70,3 54,1 56,2 62,7 84,9
1,3x 107 106,4 106,0 111,0 108,0 109,7 118,4 140,6 108,3 112,4 125,3 169,8
2,5x 107 212,8 212,0 2221 216,1 219,3 236,7 281,3 216,6 2247 250,7 339,6
5,0 x 10™ 4257 424,0 4442 432,2 438,6 473,4 562,6 433,2 449,5 501,3 679,1
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Tabla 3.5. Resultados de los ensayosde actividad sobre la produccion de ROS en neutrdfilos estimulados con PMA.

Inhibicién de la produccién de ROS (%) en ensayos realizados con neutréfilos humanos estimulados con PMA

Conc. Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

%, (VIV) Arbol del t¢ Bornilo + Cayeputi  Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragon Jengibre Laurel Limon Limon
isobornilo, (terpenos) (terpenos)
acetatos de

Control (+) 77,9+14,1* 66,4+12,3* 62,8+8,3 * 68,3+11,6 * 64,5+3,0* 67,5+8,8* 76,3+1,0* 75,8+11,1* 68,5+12,7* 78,0+10,1* 67,948,5* 73,0+16,0* 59,8+1,6*

Control (=) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0  0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

7,80x 107 5,1+9,2 10,0£7,1 12,5¢8,4 * 16,842,3* 21,2+7,6* 5,2+04 6,1+2,8 18,146 * 151+34* 19,6451* 9,0x1,5* 10,616,8 * 3,244,0

7,80 x 10° 11,88,6 17,9+4,7* 10,9+6,1 * 15,7¢4,9* 25,616,6 * 5,0%4,1 20,7¢9,8* 16,7¢59* 13,0£50* 18,7#44,3* 8,6+1,1* 11,6£8,1* 3,0+2,8

7,80 x 10° 4,246,0 18,814,0* 16,7+4,7 * 13,2£3,7* 35,0+5,6 * 4,010,1 51,4+2,7* 18,148,8* 11,546,7* 24,8+13,9* 11,5t1,8* 4,816,7 6,3t4,9

1,60 x 10* 11,5¢10,8 17,5¢3,9* 15,644,7* 15,0¢44,0* 37,2¢471* 84+44* 59,7+97* 16,9483 * 12,7#34* 24,0+4,0* 13,442,7* 4,5+0,7 1,6£2,3

3,10 x 10* 8,7+3,6 20,9+3,2* 15,1+4,3* 20,0+6,2* 458+84* 29+29 72,1+13,2* 22,3+11,5* 13,7+7,8* 33,548,8* 17,1+22* 8,8+11,4 4,345,0

6,30 x 10* 5,8+3,3 18,2¢3,0* 17,249,3* 19,5+4,8* 64,2+17,0* 7,846,0 87,1+42* 185+59* 17,9+2,1* 429+54* 22,3x2,7* 19,9+0,7* 7,3t55

1,30 x 10° 15,5¢3,0* 28,8+4,3* 17,5+8,1* 25,8+6,9* 74,6+18,9* 10,4+10,5 855+19,3* 244+7,4* 235+1,0* 59,1+10,5* 31,2+21* 21,8+24* 4,732

2,50 x 10° 19,2+0,7* 455+6,8* 26,416,3* 257+6,5* 82,4+19,4* 16,2+7,0* 90,8+14,1* 28,6+7,1* 24,0+6,0* 62,1+11,7* 37,7+3,9* 27,7+124* 152+7,8*

5,00 x 10° 20,7+1,3* 65,3+10,6 * 37,846,6 * 37,4+6,6 * 93,8+13,7* 22,4456 * 97,8+6,6 * 36,3+13,1* 37,5¢53* 73,7+8,0* 53,5+57* 30,5+23,5* 21,6+14.7*

7,50 x 10° n/a n/a 46,104 * 46,4+1,2* nla 21,3+2,7 * n/a n/a 44 6+0,7* nl/a n/a n/a n/a

1,00 x 102 n/a n/a 49,1+1,3* 55,626 * n/a 22,3+1,0 * n/a n/a 48,7¢0,8* n/a n/a n/a n/a

1,25 x 10% n/a n/a 57,5+1,4* 77,8%22* nla 25,0+1,8 * n/a n/a 51,2+2,0* n/a n/a n/a n/a

1,50 x 10% n/a n/a 60,6£1,3* 79,3+t2,7* n/a 21,7£1,1* n/a n/a 52,016 * n/a n/a n/a n/a

ICs0 ug/mL --- 35,816,4 88,2+3,7 72,6x2,7 7,5£1,6 1,610,3 109,4+3,2 8,5%+2,9 39,7+2,5 -

* Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 3.5. Continuacion.

Inhibicién de la produccién de ROS (%) en ensayos realizados con neutréfilos humanos estimulados con PMA

Conc. Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes
%, (VIV) Niauli Nuez Nuez Orégano Carvacrol  Palmarosa Romero Tomillo rojo  Timol
moscada moscada Espaiiol
(terpenos) Control (+)
Control (+) 69,2+12,3* 63,844,4* 61,3x12,5* 75,2+10,1* 61,1+21,6 * 70,1+12,3* 63,0+24,2* 51,1485* 68,3+4,8*
Control (=) 0,0£0,0 0,0£0,0  0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,00+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 Hg/mL Vitamina C Quercetina
7,80 x 107 7,450 6,2+1,4* 11,2¢3,7* 3,8+3.1 8,246,7 8,3+2,0 1,5+2,4 13,446,5* 10,911 * 0,00 0,0+0,0 0,0+0,0
7,80 x 10° 7,246,2 6,9+2,1* 8,3+0,3 8,617,3 9,4+3,2 8,9+1,2 5,8+4,9 13,8t84* 10,4+1,5* 0,01 13,246,5* 19,142 *
7,80 x 10° 8,9+0,5 * 10,2+1,6 * 14,0£3,5* 8,8+10,3 10,7¢1,7* 9,8+0,6 7,314,5 21,384 * 16,3x1,5* 0,08 17,1+22* 23,3+8,0 *
1,60 x 10* 12,7#51* 18,1#3,5* 12,2+11,2 12,0+£2,3* 9,3+24 16,9+7,4* 7,8+0,7 22,8+10,0 * 20,9+1,4* 0,78 11,3£10,9 25,846,9
3,10x 10" 16,8+11,9* 26,3+0,8* 17,2+4,8* 13,6+7.9* 12,1+26* 235+41* 82+21 28,3156 * 259+29* 1,56 8,8+7,1 33,7x149 *
6,30 x 10™ 13,0+4,4* 36,9+2,4 * 5145,0 6,114.2 16,4184 * 29,2+56* 7,915,0 25,0+12,3* 33,5+3,9* 3,13 9,3+4,6 30,5+9,5*
1,30 x 10 17,5¢59* 421+1,4* 17,9¢8,0* 12,3+7,6* 22,3+11,8* 39,9+56* 12,6¢9,0* 38,7+139* 354+4,9* 6,25 17,3+13,7* 46,949,5*
2,50x 107 252+6,0* 554+1,8* 26,8+49* 24.6+10.1* 27,1+96* 62,0+153* 233+134* 49,3+162* 51,5+4,9* 12,50 10,2+11,7 62,9157 *
5,00x 10° 34,7¢+50* 66,2424 * 27,6+9,4* 529+152* 341+11,6* 69,7+10,2* 350+9,0* 658+12,5* 63,6+10,5* 25,00 6,416,5 81,2449 *
7,50x10° 46,3+0,8* n/a n/a 63,9164 * 46,4+1,4* nl/a 39,240,3* n/a n/a 50,00 11,449,3 102,145,4 *
1,00 x 102 52241,0* nla n/a 72,54 5* 56,6x1,7* nla 43,8t1,6 * nl/a n/a 75,00 n/a n/a
1,25x 10% 53,7#0,3* n/a n/a 80,2+6,4* 63,8t2,1* nl/a 51,2¢1,1* nl/a n/a 100,00 n/a n/a
1,50 x 10 53,2+0,8* nla n/a 81,8+7,8* 64,3+t21* nla 51,9+1,3* nla n/a 125,00 n/a n/a
ICso ug/mL 98,7+3,3 14,6£2,2 --- 49,1+3,8 88,7+4,0 16,4+2,7 125,3+3,7 23,145,0 24.5+2.6 ICs0 ug/mL - 7,6+2,6

* Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 3.6. Resultados de los ensayos de actividad sobre la produccion de ROS en neutrdfilos estimulados con H,0,.

Inhibicién de la produccién de ROS (%) en ensayos realizados con neutréfilos humanos estimulados con H,0,

Conc. Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes
%, (VIV) Arbol del  Bornilo + Cayeputi  Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragon Jengibre Laurel Limon Limon
té isobornilo, (terpenos) (terpenos)

acetatos de
Control (+) 51,3+0,7* 68,0+5,4* 67,8+2,1 64,9+3,5* 68,2+13,9* 63,0¢5,7* 69,1+7,5* 52,1+1,6* 65,3%4,9* 70,9+10,4* 68,6+2,7* 51,2+ 3,6* 64,8+6,3*
Control (—) 0,0+0,0  0,0+0,0 0,0£0,0  0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0
7,80x 107 5,0+4,7 4,5+3,4 6,9t52 6,553 14,9+7,2* 5,844 8,2+5,1 4,1£3,5 3,5£3,2 11,3194 4,3£39 2,6+2,0 7,016,2
7,80x 10° 2,5¢3,0  3,9+6,1 3,128 7,359 18,445,9* 7,916,8 13,1+4,4* 6,014,8 3,7£3,4 17,3+3,6* 4,4+41 23+55 9,3+8,8
7,80x 10° 4,4+3.8 6,459 2,5+3,1 3,414 1 23,2+7,3* 4,7+3,9 39,3+17,6* 4,0+4,3 1,742,3  13,649,1* 12,2+11,7 9,7+ 8,3 8,91+5,7
1,60 x 10* 6,652  7,416,6 4,2+3,7 9,148,2 24,5459 4,11+4,0 46,7+23,0* 5,8+4,9 2,612 1 28,4+7,8* 3,112 1,4+32 9,1+9,7
3,10x 10” 9,876 11,7494 74+6,5 5,5+4,8 19,616,0* 5,2+5,6 46,9+28,8* 1,9+3,3 7,3t5,5 18,5+12,0* 12,4+10,9 3,5+3,8 4,7+2,6
6,30 x 10* 4,615,1 11,1210,8 3,1£3,0 2,0x4,6 21,8+1,3*  3,412)7 54,41+24.6* 3,2+3,5 5,7¢5,3  25,6%0,5* 11,1£10,5 11,049,7 6,614,1
1,30 x 10° 8,3t7,4 12,1¢10,3 9,5+7,7 4,9+4,0 43,9+16,2* 3,9+3,1 54,8+17,8* 3,4+2,7 6,5¢59 21,9+2,7* 11,8+11,0 6,654 8,1+9,0

2,50 x 10° 3,142,9 7,371 7,9+7,3 61154  550+13,2* 164+58 60,9+17,3* 2,0+2,2 54455 11,9+58* 8,3+7,9 83+9,1 6,5¢37
500x 10° 4,130 205¢55* 7,6¢51 16.2¢12.7* 64,3+56* 20,8+11,4* 758+12,4* -1,6+23 -24+36 188+1,4* 6.1+t4.3 88+57 9558
ICso pg/mL - 226+40 - 27158 -

* Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible. # Los valores para el orégano espariol y el carvacrol corresponden a la concentracion estimulatoria 50%
(ECs0, pg/mL).
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Tabla 3.6. Continuacion.

Inhibicion de la producciéon de ROS (%) en ensayos realizados con neutréfilos humanos estimulados con H,0,

Conc. Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes
%, (vIv) Niauli Nuez Nuez Orégano Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol
moscada moscada Espafol Control (+)
(terpenos)

Control (+) 65,1+1,7 * 61,3t5,7 * 66,7+3,9 * 63,1+5,7 * 62,7t4,3* 69,7+4,7* 62,2+¢35* 75,5¢3,6 * 69,4+4,5* pg/mL Vitamina C  Quercetina
Control (=) 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0  0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0  0,0+0,0 0,0+0,0 0,00 0,040,0 0,0£0,0
7,80 x 107 1,9+0,6 6,2+54 3,614,5 6,5t2,4 12,2¢5,3* 16,142,9* 4,051 6,016,0 17,945,7 * 0,01 18,3t2,9* 12,4+95*
7,80x10° 53+3,8 159+6,1* 6,6+4,3 9,3+39 5,2+8,4 9,7+4,8 59+2,6  4,9+3,7 11,3149 * 0,08 16,3t2,5* 16,5+8,8*
7,80 x10° 8,1+7,5 25,0+51* 9,6¢7,8 14,6+4,0* 8,819,4 13,6+3,0* 7,388 12,7¢57* 21,2116~ 0,78 19,316,8 * 26,659 *
1,60x 10" 84446 185+123* 26+3,3  7,9+7,1 10,619,2 18,8+10,1* 6,3+2,7 14,7¢+1,5* 21,3+10,2* 1,56 15,4+2,5* 29,058 *
3,10x10® 4,3+5,7 20,3+8,4* 8,0¢57 0,6+10,8 -19,7+14,8* 19,3t6,5* 5,2+74 16,9+51* 31,5¢10,2* 3,13 24.9+12,5* 43,6+3,2*
6,30 x 10* 1,5#3,6  19,5+10,1* 55+4,0 -53,1+13 * -70,7+18,1 * 18,8+2,3* 8,6+52 27,5+9,3* 38,7+0,9* 6,25 30,0+11,6 * 59,2+6,8 *
1,30x 10° 57+40 17,0¢7,1* 3,9+32 -97,5+21,0* -125749,0* 14,0+54* 92480 21,4497* 33,8%3,1* 12,50 26,8£19,1* 71,7+0,7 *
2,50x10° 3,643,3 16,5#6,6* 6,3+4,9 -136,9+11,1* -132,4+8,9* 18,54#8,3* 12,6+10,1 21,8412,3* 35,8+2,1* 25,00 26,9+10,1 * 82,3+2,3*
5,00x 10° 13,849,2 16,1+8,4* 10,8+6,7 -72,2+16,4* -712+51* 32,6+155* 11,2+7,8 26,9+6,0* 40,7+3,7* 50,00 26,654 * 88,5+2,9*
ICs50 pg/mL --- - 6,1£3,4° 4,6£3,2° ICso ug/mL - 4,3+2,0

* Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible. ® Los valores para el orégano espafiol y el carvacrol corresponden a la concentracion estimulatoria 50%
(ECso, pg/mL)
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Tabla 3.7. Efecto del carvacrol sobre la produccion de ROS en neutréfilos humanos sin estimulacion.

Inhibicién de la producciéon de ROS (%)

Concentracion %, (v/v) Inhibicién
Control (+) 53,8+3,2*
Control (—) 0,0+0,0
7,80 x 107 9,3+12,7
7,80 x 10°® -4,3+55
7,80 x 107 -3,045,2
1,60 x 10™ -22,5+7,7*
3,10x 10" -23,9+5,7*
6,30 x 10™ -32,3+1,7*
1,30 x 10 -41,2+1,2*
2,50 x 107 -50,7+7,1*
5,00 x 10°° -34,9+5,9*
ICs0 pg/mL —

* Diferencias significativas (p<0.05).
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Tabla 3.8. Equivalencias entre concentraciones en % (v/v) y concentraciones en pg/mLpara los ensayos de inhibicion de ROS.

Equivalencias entre concentraciones en % (v/v) y ug/mL para los ensayos de inhibicion de la produccién de ROS

%, viv Arbol del té Bornilo + Cayeputi Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragén Jengibre Laurel

isobornilo, (terpenos)

acetatos de
7,80 x 107 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
7,80 x 10° 0,08 0,09 0,07 0,07 0,08 0,07 0,09 0,07 0,07 0,07 0,07
7,80 x 107 0,75 0,87 0,73 0,71 0,79 0,71 0,90 0,70 0,73 0,73 0,72
1,60 x 10 1,50 1,75 1,46 1,42 1,58 1,42 1,80 1,40 1,46 1,47 1,43
3,10 x 10" 3,00 3,49 2,92 2,85 3,15 2,83 3,60 2,80 2,93 2,94 2,86
6,30 x 10" 6,00 6,99 5,84 5,69 6,30 5,67 7,20 5,60 5,85 5,88 5,72
1,30 x 107 12,00 13,98 11,69 11,39 12,60 11,34 14,40 11,20 11,70 11,75 11,44
2,50 x 10° 24,00 27,95 23,38 22,78 25,20 22,68 28,80 22,40 23,40 23,50 22,88
5,00 x 107 48,00 55,90 46,75 45,55 50,40 45,35 57,60 44,80 46,80 47,00 45,75
7,50 x 10° 72,00 83,85 70,13 68,33 75,60 68,03 86,40 67,20 70,20 70,50 68,63
1,00 x 107 96,00 111,80 93,50 91,10 100,80 90,70 115,20 89,60 93,60 94,00 91,50
1,25 x 107 120,00 139,75 116,88 113,88 126,00 113,38 144,00 112,00 117,00 117,50 114,38
1,50 x 107 144,00 167,72 140,25 136,65 151,20 136,05 172,80 134,40 140,40 141,01 137,25
%, viv Limén Limén Niauli Nuez moscada Nuez moscada Orégano Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol

(terpenos) (terpenos) Espafiol
7,80 x 107 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
7,80 x 10° 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,09
7,80 x 10° 0,70 0,68 0,73 0,72 0,69 0,77 0,81 0,75 0,76 0,74 0,87
1,60 x 10 1,41 1,36 1,46 1,45 1,37 1,54 1,63 1,49 1,51 1,47 1,74
3,10 x 10" 2,82 2,72 2,92 2,90 2,74 3,07 3,25 2,98 3,03 2,95 3,49
6,30 x 10 5,63 5,44 5,84 5,79 5,48 6,14 6,51 5,97 6,05 5,89 6,98
1,30 x 10° 11,26 10,88 11,68 11,59 10,96 12,29 13,01 11,94 12,10 11,79 13,95
2,50 x 10° 22,53 21,75 23,35 23,18 21,93 24,58 26,03 23,88 24,20 23,58 27,90
5,00 x 10° 45,05 43,50 46,70 46,35 43,85 49,15 52,05 47,75 48,40 47,15 55,80
7,50 x 107 69,08 65,25 70,05 69,53 65,78 73,73 78,08 71,63 72,60 70,73 83,70
1,00 x 107 92,10 87,00 93,40 92,70 87,70 98,30 104,10 95,50 96,80 94,30 111,60
1,25 x 107 115,13 108,75 116,75 115,88 109,63 122,88 130,13 119,38 121,00 117,88 139,50
1,50 x 107 138,16 130,51 140,10 139,05 131,55 147,45 156,15 143,26 145,20 141,45 167,40
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3.4 Discusion

3.4.1 Actividad frente al radical DPPH

Los resultados de valoracién de la actividad anti-radicalaria frente al DPPH se
resumen en la Tabla 3.3. La actividad inhibidora mas intensa se obtuvo en el aceite
esencial de clavo (ICs= 13,2 pg/mL) y en el eugenol que es su principal
constituyente (85,5% del total de la esencia de clavo, ICso= 11,7 ug/mL). En ambos
caso se alcanzaron valores de actividad similares a los de la quercetina (IC5,= 10,5
Mg/mL), sustancia que fue empleada como control positivo. La fraccion terpénica del
aceite esencial de clavo resulté ser practicamente inactiva. Este hecho apoya la
hipétesis de que toda la actividad de captacién de radicales libres de la esencia de
clavo se debe al eugenol (Figura 3.6). El timol (IC5,=448,0 ug/mL) y el carvacrol
(IC50=500,7 pg/mL) mostraron una actividad débil en este ensayo (Figura 3.7). El
aceite esencial de tomillo rojo que tiene como principal componente al timol (50,0%
del total) y el aceite esencial de orégano Espafnol, que a su vez tiene como
constituyente mayoritario al carvacrol (72,7% del total) fueron también muy poco
activos (Figura 3.8). En ninguno de los dos casos se pudo calcular la ICs. En los
aceites esenciales donde se encontré actividad hubo un comportamiento dosis-
dependiente. Los resultados obtenidos para el eugenol, el carvacrol y el timol son
similares a los obtenidos por Mastelicet al., (2008).

El fecto antioxidante frente al radical libre estable del DPPH se estima que se debe
a la capacidad que tiene un determinado compuesto o grupo de compuestos de
donar hidrégenos. Esta actividad es mas alta en los compuestos fendélicos como el
eugenol, el timol o el carvarol, aunque existen diferencias en la actividad anti-radical
libre de estas sustancias (Brewer, 2011).

100+

904

804

70+

Inhibicion (%)

== Eugenol
—  Aceite esencial de clavo

== Terpenos de clavo

* 1.0 1 1.5 2.0 2.5
-104 log [pg/mL]

Figura 3.6. Inhibicion (%, media +DE) del DPPH por el aceite esencial de clavo,
el eugenol y la fraccion terpénica del aceite esencial de clavo.
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Figura 3.7. Inhibicion (%, media +DE) del DPPH por el eugenol, el timol, el
carvacrol y la quercetina.
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Resulta légico que la fraccién terpénica del clavo, rica en B-cariofileno (83,0% del
total) no manifestara actividad antioxidante frente al DPPH. Otros autores como Dar
et al.,, (2011) y Linet al., (2009) tampoco observaron actividad en el B-cariofileno
frente al DPPH.EI resto de las muestras se pueden considerar inactivas. Ciertos
autores han llegado a estimar la IC5 de las muestras ensayadas, pero los valores
publicados son extremadamente grandes o las metodologias empleadas difieren de
las seguidas en nuestro caso.Amorati et al., (2013) resaltan que los resultados del
DPPH solo pueden ser comparados cuando se obtienen en condiciones idénticas.
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Figura 3.8. Inhibicién (%, media +DE) del DPPH por el aceite esencial de
orégano espanol, el aceite esencial de tomillo rojo, el carvacrol y el
timol.
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3.4.2 Actividad sobre la produccion de ROS en neutréfilos estimulados con
PMA

Los estudios de inhibicién de la produccién de ROS mediante la citometria de flujo
aportan informacion novedosa que involucra otros mecanismos antioxidantes que
difieren de la simple capacidad de captar radicales libres de una sustancia.La
utilizacion de esta técnica para examinar la actividad antioxidante de los aceites
esenciales en células vivas es bastante escasa y la bibliografia publicada es
limitada (Tabla 3.2).

En los ensayos de inhibicion de la produccion de ROS donde se empleaban
neutréfilos estimulados con PMA el niumero de aceites esenciales activos fue mayor
que en el ensayo de inhibicién del DPPH (Tabla 3.5). Nuevamente el aceite
esencial de clavo se encontraba entre los mas activos (ICsp= 7.5 pg/mL) aunque en
esta ocasion también fueron muy activos los aceites esenciales de nuez moscada
(ICs0= 14,6 pg/mL), jengibre (ICs0= 8,5 pg/mL) y palmarosa (IC5,=16,4 ug/mL). La
actividad inhibitoria de estos aceites esenciales (Figura 3.11) fue similar a la del
control positivo empleado, la quercetina (ICso= 7,6 ug/mL). La sustancia pura mas
activa de todas fue el eugenol (ICs50=1,6 pg/mL). El ensayo de los terpenos de clavo
arrojo valores de inhibicibn muy bajos aunque fuesen estadisticamente
significativos (Figura 3.9). Estos resultados apoyan la hipotesis de que el eugenol
es responsable de la actividad inhibidora de ROS causada por el aceite esencial de
clavo en los ensayos con neutréfilos estimulados con PMA (Figura 3.9).

Como se puede apreciar, el aceite esencial de jengibre fue el segundo mas activo.
La fraccion terpénica del aceite esencial de nuez moscada tampoco puede explicar
la alta actividad de su aceite esencial. Los valores de inhibicion de la fraccion
terpénica fueron sustancialmente menores que los del aceite esencial a
concentraciones similares (Figura 3.10).
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Figura 3.9. Inhibicion (%, media +DE) de la produccion de ROS en neutrdfilos
estimulados con PMA y H,O, por el aceite esencial de clavo, la
fracion terpénica del aceite esencial de clavo y el eugenol.
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Otros aceites esenciales también manifestaron actividad inhibitoria de la produccion
de ROS en neutréfilos estimulados con PMA (ICs, entre 23 y 49 ug/mL) aunque no
se asemejaran al control (+). Los aceites esenciales de laurel, tomillo rojo y orégano
espanol también fueron muy activos. En el caso del tomillo rojo esta actividad se
puede atribuir a su principal componente, el timol (ICso= 24,5 ug/mL). Para el
orégano espanol puede que influyan otros compuestos en su actividad pues el
carvacrol (ICsp= 88,7 pg/mL) no alcanza a poseer la misma actividad que el aceite
esencial del cual es el compuesto mayoritario. La mezcla de acetato de bornilo e
isobornilo (ICso= 35,8 ug/mL) también manifestd una actividad relativamente potente
(Figura 3.10, 3.12).
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Figura 3.10. Inhibicién (%, media +DE) de la produccién de ROS en neutrdfilos
estimulados con PMA y H,O, por el aceite esencial de nuez
moscada, la fraccion terpénica de la nuez moscada y la mezcla de
acetato de bornilo e isobornilo.
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Figura 3.11. Inhibicion (%, media £DE) de la produccién de ROS en neutrdfilos
estimulados con PMA y H,O, por los aceites esenciales de jengibre,
palmarosa y enebro.
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Figura 3.12. Inhibicion (%, media £DE) de la produccion de ROS en neutrdfilos
estimulados con PMA y H,O; por el aceite esencial de tomillo rojo y
el timol.

En los aceites esencialesde niauli, cayeputi, estragdn, cilantro y romero la actividad
de inhibicién de la produccion de ROS fue menor aunque pudo ser calculada la I1Cs
(ICso entre 72 y 125 ug/mL). En los aceites esenciales del limoén, arbol del té y
enebro ademas de los terpenos de nuez moscada y clavo, la inhibicion fue
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estadisticamente significativa a la maxima concentracion ensayada pero no se pudo
calcular la ICsy puesto que la inhibicién no sobrepasé el 30% (Figura 3.13, 3.14).

La mayor parte de los aceites esenciales activos en este ensayo poseen
mecanismos de accién que no estan relacionados con la capacidad de captar
radicales libres. El grueso de estos aceites esenciales fue activo en los ensayos de
inhibicion de la produccién de ROS en neutrdfilos estimulados con PMA pero
inactivos en el ensayo del DPPH. Es conocido que el PMA activa mediante una
cascada de respuestas a la protein quinasa C, el factor nuclear-kB y un conjunto de
otros genes y proteinas (Robinson et al., 1985; Ogata et al., 2000), mientras que en
el ensayo del DPPH solo es posible detectar la capacidad de captar radicales libres.
En consecuencia, la actividad inhibitoria de la produccién de ROS por los aceites
esenciales o sus componentes se encuentra relacionada con una o varias de las
proteinas implicadas en la cascada de respuestas desencadenada por el PMA.

60 F
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409 — Aceite esencial de niauli (PMA)
==+ Aceite esencial del arbol del té& (PMmA)

30+

Inhibicién (%)
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Figura 3.13. Inhibicion (%, media +DE) de la produccién de ROS en neutrdfilos
estimulados con PMA por los aceites esenciales de cayeputi, niauli
y arbol del té.
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Figura 3.14. Inhibicion (%, media £DE) de la produccién de ROS en neutrofilos
estimulados con PMA por los aceites esenciales de cilantro,
estragon, laurel y romero.

3.4.3 Actividad sobre la produccion de ROS en neutrdfilos estimulados con
H,0,

Los resultados de los ensayos con neutréfilos estimulados con H,O, se recogen en
la Tabla 3.6. La mayor parte de las muestras manifestaron falta de actividad y
ninguna igualo a la quercetina (ICso= 4,3 ug/mL). Nuevamente, el aceite esencial de
clavo (1C5,=22,6 pg/mL) y el eugenol (IC50=27,1 ug/mL) fueron los mas activos. El
eugenol y el clavo mostraron un comportamiento casi paralelo en sus curvas de
inhibicion de ROS; esto confirmaque la actividad del aceite esencial de clavo se
debe casi en forma exclusiva al eugenol (Figura 3.9).

Los aceites esenciales de cilantro, palmarosa, tomillo rojo, los terpenos de clavo y
el timol alcanzaron valores de actividad estadisticamente significativos a la mayor
concentracién ensayada pero no se pudo calcular la ICsg.La inhibicidon causada por
los aceites esenciales activos en los ensayos con H,O, siempre fue menor que la
inhibicion causada por esos mismos aceites esenciales en los ensayos con el PMA.
Esto podria deberse a que la mayoria de las muestras ensayadas mostré poca
capacidad de captar radicales libres. El H,O, es un fuerte pro-oxidante, no solo a
través de mecanismos bioldgicos y celulares sino por si mismo, generando ROS de
forma espontanea.

Mencién especial merecen el aceite esencial de orégano espanol y el carvacrol que
estimularon aun mas la produccion de ROS (aproximadamente un 70% de
estimulaciéon a concentraciones cercanas a los 50 yg/mL) en el ensayo conH,0,
como estimulante (Figura 3.15). Anteriores reportes bibliograficos ya sefialaban al
carvacrol como capaz de aumentar la produccién de ROS en fibroblastos de
pulmén de hamster estimulados con H,O, (Undeger et al., 2009) y en glioblastomas
humanos (Liang & Lu, 2012).Este efecto del carvacrol podria estar relacionado con
un aumento de los niveles del Ca*libre en el citosol y la despolarizacién de la
membrana mitocondrial por una disminucién del potencial de membrana. El
aumento de los niveles de Ca®" en la matriz mitocondrial generaria en consecuencia
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incrementos en la produccién de ROS (Liang & Lu, 2012; Bakkali et al., 2008;
Suntres et al., 2015).
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Figura 3.15. Inhibicién (%, media +DE) de la produccién de ROS en ensayos
con neutrdéfilos estimulados con PMA y H,O, por el aceite esencial
de orégano espafol y elcarvacrol.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que el carvacrol tiene efectos pro-
oxidantes en ensayos de inhibicion de ROS realizados con neutréfilos que no
estaban estimulados (Tabla 3.9, Figura 3.16). Es posible queen el ensayo donde
se utilizé H,O, como estimulante apareciera un efecto sinérgico entre el carvacrol y
el H,O,. Sin embargo, este comportamiento no aparecié en el timol, isémero del
carvacrol.
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Figura 3.16. Inhibicién (%, media tDE) de la produccion de ROS en
neutréfilos no estimulados por el carvacrol.
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Actividad sobre la enzima mieloperoxidasa

4.1 Introduccion

4.1.1 Generalidades

En 1941 Agner describio la purificacion de una proteina intensamente verde que
contenia hierro y que manifestaba actividad peroxidasa (Agner, 1941). Debido a su
color verde la proteina fue inicialmente denominada verdoperoxidasa, pero estudios
subsiguientes mostraron que la expresion de esta peroxidasa estaba restringida a
las células de la linea mieloide y se cambi6 el nombre a mieloperoxidasa (MPO).
Después de la descripcion inicial de la MPO por Agner pasaron mas de 30 afos
antes que el papel funcional de la enzima fuese elucidado. Klebanoff fue el primero
en determinar que la MPO junto con el peréxido de hidrogeno (H.O;) y un
halogenuro constituian un sistema antimicrobiano muy potente y como tal, la MPO
es un componente clave de la actividad microbicida dependiente de oxigeno en los
fagocitos, en particular de los neutrofilos (Klebanoff, 1968; Klebanoff, 1970).

Durante mucho tiempo se ha considerado a la MPO como una enzima microbicida
cuya funcién principal es generar especies reactivas de oxigeno que contribuyen a
la destruccion y muerte de los patégenos que han sido fagocitados. Evidencias mas
recientes han ampliado esta vision al demostrar que la MPO también esta
intimamente involucrada en la homeostasis celular y es un factor importante en la
iniciacion y la progresion de varias enfermedades inflamatorias. En este contexto, la
MPO vy sus efectos han atraido considerable interés en los estudiosos de varias
dolencias, destacandose sobretodo las enfermedades cardiovasculares (Van der
Veen et al., 2009).
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La MPO es un miembro de la superfamilia de las enzimas peroxidasas de
mamiferos con grupo prostético hemo. El gen de la MPO ha sido estudiado en otras
especies y las comparaciones de secuencia demuestran que entre las diferentes
especies hay una gran homologia. Se puede afirmar en consecuencia, que el gen
se ha conservado mucho durante la evolucion (Van Tuinen et al., 1987). La
expresion del ARN mensajero de la MPO esta limitada a la linea mieloide (aparece
en neutrdfilos, monocitos y algunas poblaciones de macréfagos). La MPO es
almacenada en los granulos azurdéfilos de los leucocitos y en las células mieloides
completamente diferenciadas la sintesis de la MPO cesa. La principal fuente celular
de la MPO son los neutréfilos y en los seres humanos los niveles de MPO en estas
células van desde el 2 al 5% de la proteina total celular (Klebanoff, 2005).
Dependiendo del medio ambiente local, el sistema de la MPO-H,0O, es capaz de
generar una amplia variedad de especies oxidantes, incluyendo el acido hipocloroso
(HOCI), cloraminas, radicales hidroxilos (HO"), oxigeno de singlete ('O,) y el ozono
(O3). La generacion de especies reactivas de cloro es una actividad especifica de la
MPO. Las actividades antimicrobianas que poseen estos productos le otorgan una
“razén de ser” a la MPO en la respuesta inmune innata.

El acido hipocloroso (HOCI) es el producto de la oxidacion del cloruro por el H>O,. A
pH fisiolégico, el HOCI existe como una mezcla del acido hipocloroso (HOCI) y el
ion hipoclorito (OCI"). Estos productos tienen una vida media muy corta pero son
compuestos altamente reactivos que pueden oxidar potencialmente grupos
susceptibles de ser oxidados como los tioles, ésteres de tioles, grupos hemo y los
acidos grasos insaturados. En especial los residuos de cisteina de las proteinas y
del glutation reducido son susceptibles a la oxidacion mediada por el HOCI. La
aparicion de puentes disulfuro puede provocar cambios importantes en la estructura
terciaria de las proteinas. También se puede esperar que la oxidacion del glutatién
reducido a glutation oxidado tenga un efecto importante en el estatus redox de la
célula y efectos significativos en los procesos de senalizacion celular (Davies et al.,
2008). ElI HOCI también puede reaccionar con compuestos nitrogenados como son
las aminas y amidas presentes en una amplia gama de sustratos biolégicos que
incluyen a los fosfolipidos, glucosaminaglicanos, ADN y ARN. Esto provoca la
formacion de cloraminas con vida media larga y algunas de las cuales han
demostrado poseer también actividad oxidante (Klebanoff, 2005).

El 6xido nitrico generado en condiciones normales por las paredes vasculares y su
principal producto de oxidacion, el ién nitrito (NO,™), han sido identificados como
sustratos adicionales para la MPO bajo ciertas condiciones fisiologicas. En los
tejidos y los fluidos biolégicos, existen concentraciones relativamente altas de NO,~
(entre 1 y 5 uM), las cuales se incrementan mucho mas durante la inflamacion
(>200 pM) y por lo tanto podrian servir como un importante reductor para la MPO.
La oxidacion del NO,™ por la MPO y el H,O, lleva a la formacion del radical didxido
de nitrogeno (NOy") y el anién peroxinitrito ( ONOO ~ ). El hecho de que la MPO
consuma el NO derivado del endotelio hace que se reduzca la biodisponibilidad del
NO y se impida la vasodilatacién y otras propiedades antiinflamatorias que puede
presentar este compuesto (Eiserich et al., 1998).

Los neutréfilos son células fagociticas altamente méviles y constituyen el efector
primario del sistema inmune innato. Tradicionalmente eran consideradas células de
vida corta, completamente diferenciadas y cuya funcion principal es encontrar,
ingerir y destruir una amplia gama de patdgenos invasores. Los neutrofilos son las
primeras células en llegar al lugar de la infeccién, pero también abandonan el sitio
rapidamente. Esta respuesta aguda es acompafiada por dafio en los tejidos del
organismo (Dale et al., 2008).
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Esta visién de los neutréfilos como fagocitos pasivos, ha cambiado y los neutréfilos
son ahora reconocidos con un papel importante en el comienzo y orientacion de
una respuesta inmune efectiva. Los efectos inmunomoduladores estan mediados
por las citocinas y quimiocinas derivadas de neutréfilos que afectan y atraen otras
células inmunes como los monocitos/macréfagos y las células dendriticas. Ademas,
los mismos mediadores que son necesarios para la muerte de patdogenos pueden
modular las sefiales celulares (Nathan, 2003). Para realizar sus funciones, los
neutréfilos fagocitan los patdégenos, después de lo cual un compartimiento
fagolisosomal se forma por fusion del fagosoma con granulos intracelulares que
contienen varios componentes bactericidas. Cuando ocurre la activacion de los
neutrofilos, los granulos primarios liberan su contenido en el fagosoma. Al mismo
tiempo, los componentes del complejo de la NADPH oxidasa son reclutados por la
membrana interna del fagolisosoma y también por la membrana plasmatica. La
activacion del complejo NADPH oxidasa produce radicales superdxido (O37), el cual
espontaneamente o a través de la enzima superoxido dismutasa produce la
dismutacion catalizada del O,” y se genera H,O,. Como tal, el sustrato requerido
para la generacion de los oxidantes derivados de la MPO esta formado (Eiserich,
2002).

La contribucion del sistema MPO-H,Os-haluro a la actividad microbicida de los
fagocitos se ilustra por las situaciones en las cuales uno de los componentes del
sistema esta inhibido o ausente. Por ejemplo, asi ocurre en los pacientes con
enfermedad granulomatosa crénica, un sindrome de inmunodeficiencia primaria
caracterizado por un mal funcionamiento de la enzima NADPH oxidasa. Estos
pacientes sufren infecciones severas y en muchos casos fatales. Los neutréfilos de
estos pacientes son incapaces de implementar una “explosién oxidativa® adecuada
y estan por lo tanto disminuidos en su capacidad microbicida. Sin embargo, el
defecto puede ser remediado in vitro con la adiciéon de H,O, extracelular. También
los inhibidores de las enzimas peroxidasas como el anién azida (N37) o el anion
cianuro (CN7), aunque no son especificos para la MPO disminuyen
significativamente la capacidad de los neutréfilos normales de matar los microbios.
Estos mismos inhibidores, por el contrario, tienen poco efecto en la actividad
microbicida de los neutréfilos deficientes en MPO, deduciéndose asi que tienen
como diana a la enzima MPO en los neutrofilos normales (Klebanoff, 2005).

Sin embargo, la deficiencia del sistema MPO-H,0,-haluro no tiene una importancia
critica para la actividad microbicida del fagocito en los seres humanos pues su
ausencia no acarrea severas consecuencias. La deficiencia parcial o total de la
MPO no es rara entre el comun de la poblacion. Estudios realizados en los Estados
Unidos y en Europa han mostrado prevalencias de deficiencias hereditarias de la
MPO que oscilan entre 1:1000 y 1:4000 (Parry et al., 1981). La deficiencia parcial o
total de la MPO es consecuencia de mutaciones génicas, habiendo sido descritas
varias de ellas. Aunque las consecuencias clinicas de la deficiencia de MPO no han
sido estudiadas extensamente si han aparecido algunos estudios sobre el tema.
Kutter y colaboradores compararon 100 individuos con deficiencia total o parcial de
la MPO con 118 individuos de referencia y niveles normales de MPO. La incidencia
de infecciones severas y enfermedades inflamatorias crénicas fue
significativamente mayor en el grupo deficiente de MPO pero sin que esta
deficiencia afectara la capacidad de desarrollar una vida aparentemente normal
(Kutter et al., 2000). Una posible explicacion para la manifestacion leve de sintomas
en el fenotipo deficiente en MPO podria ser que otros mecanismos microbicidas
incrementan su actividad para compensar la falta de MPO (Klebanoff, 1970).
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Dejando a un lado los efectos toxicos directos, se ha visto también que el HOCI es
capaz de modular la funcién y la actividad de varias células inmunes. En estudios in
vitro, el HOCI activa el factor nuclear kB (NF-kB) y la fosforilacion de residuos de
tirosina en linfocitos B y T, provocando un incremento del calcio como segundo
mensajero y la produccion de mayores cantidades del factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) (Schieven et al., 2002). Actualmente esta claro que la MPO puede ejercer
efectos que son independientes de su actividad enzimatica. En ratones a los que se
les realizd una inyeccion intravenosa de MPO se hallaron incrementos de los
niveles circulantes de TNF-a e IFN-y (Lefkowitz et al., 1996). En otro estudio
realizado, la MPO retrasé la apoptosis de los neutréfilos humanos in vitro y prolongé
la duracion del dafio inducido por la carragenina a los pulmones de ratones. Por ello
se piensa que la MPO es también una sefial de sobrevivencia para los neutréfilos y
como tal podria influir en la duracién de una respuesta inflamatoria (El Kebir et al.,
2008). En general la informacién que se posee sugiere que la MPO, a través de sus
efectos en las cascadas de senales de células endoteliales e inflamatorias, es un
importante modulador de los procesos inflamatorios (Matthijsen et al., 2007).

Diversos estudios han implicado a la MPO en un amplio grupo de aspectos de las
enfermedades cardiovasculares en humanos. La principal causa de las
enfermedades cardiovasculares es la aterosclerosis. Numerosas evidencias
implican la MPO en la patogénesis de la aterosclerosis, esto ha convertido a la
MPO en una posible diana terapéutica en la prevencion del riesgo y las
enfermedades cardiovasculares. En estos momentos esta bastante claro el nexo
entre los niveles de MPO y el grado de la enfermedad arterial coronaria. Por
ejemplo, en un estudio se demostré que los niveles basales de MPO fueron un
buen predictor del riesgo futuro de sufrir enfermedad arterial coronaria. A esta
conclusion se llegd después de analizar 3500 individuos aparentemente saludables,
agrupados segun edad y género, durante 8 afios (Meuwese ef al., 2007; Tang et al.,
2007).

Varias enfermedades inflamatorias crénicas se han relacionado con los oxidantes
derivados de la accién de la MPO. Por ejemplo, en los fluidos sinoviales de los
pacientes con artritis reumatoide aparece gran cantidad de neutréfilos activados en
las areas de erosion de los cartilagos. Los oxidantes derivados de la MPO pueden
degradar varios de los componentes de las articulaciones, incluyendo el cartilago y
el acido hialurénico (Schiller et al., 2003). Coincide también una acumulacion
considerable de neutrdfilos junto a una actividad incrementada de la MPO en las
lesiones de la mucosa intestinal de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
(Kruidenier et al., 2003). Resulta evidente que la MPO tiene un papel importante en
la patofisiologia de muchas enfermedades caracterizadas por una inflamacion
aguda o crénica. Como es légico entonces, la deteccion de la MPO se emplea
como marcador del influjo de neutréfilos y monocitos en los tejidos en cualquier
investigacién sobre inflamacion.

4.1.2 Actividad de los aceites esenciales sobre la mieloperoxidasa

Existen relativamente pocas publicaciones que estudien la actividad de los aceites
esenciales o sus constituyentes sobre la MPO en ensayos in vitro. Las
publicaciones encontradas se resumen en la Tabla 4.1. Al ser la MPO un buen
indicador de la presencia o infiltracion de neutrdéfilos en el tejido inflamado, muchos
autores determinan la actividad de esta enzima en los tejidos para estudiar la
actividad antiinflamatoria de los aceites esenciales o sus constituyentes. Es por esta
razén que la mayor parte de los ensayos publicados que vinculan los aceites
esenciales con la MPO ha sido realizada in vivo. Estos se revisan en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.1. Revisidon bibliografica sobre la actividad de los aceites esenciales o sus
constituyentes sobre la MPO en ensayos in vitro.

Aceite esencial

Ensayo Resultados Referencia
o compuesto
Cymbopogon Leucocitos humanos tratados y La MPO disminuyé Ribeiro Silva
winterianusf después estimulados con PMA. significativamente por el etal, 2010
Se determina la actividad de la tratamiento. No  demostro
MPO en el sobrenadante. actividad frente al DPPH.
Cymbopogon Leucocitos humanos tratados y La MPO disminuyé Ribeiro Silva
citratus después estimulados con PMA. significativamente por el etal, 2010
Se determina la actividad de la tratamiento. No  demostro
MPO en el sobrenadante. actividad frente al DPPH.
Eugenol Macréfagos peritoneales El tratamiento con eugenol Kar
murinos. Se estimula oxidacion redujo significativamente la Mahapatra
toxica por nicotina (10 mM) y toxicidad de Ila nicotina y etal., 2009
se determind la MPO en el restaurd la actividad medida de
sobrenadante. la MPO a valores normales.
Neutréfilos humanos tratados y Tratamientos de 102625 Chen et al.,
después de un lavado pg/mL, 205250 ug/mL y 2008
estimulados con fMLP. Se 410500 pg/mL  redujeron

determin6 MPO en el medio
extracelular como indicador de
la liberacion de la MPO por los
neutrofilos.

significativamente la liberacion
de MPO por los neutrofilos.
Tratamiento de 410500 ug/mL
provocd reduccion significativa
en la viabilidad.

Tabla 4.2. Revisidon bibliografica sobre la actividad de los aceites esenciales o sus
constituyentes sobre la MPO en ensayos in vivo.

Aceite Ensayo Resultados Referencia

esencial o

compuesto

Anetol Ratones con edema provocado Aplicacion  tépica redujo Perdigao
en la oreja. Se determina MPO.  significativamente la MPO en Domiciano

la oreja. etal., 2013

Artemisia Ratones con infeccién vaginal Un tratamiento de 20 yL al Trinh et al,

princeps por Gardnerella vaginalis. Se 10% (v/v) redujo 2011
determina MPO en tejido vaginal. significativamente los niveles

de MPO.

a-Bisabolol Ratas pre-tratadas con (a)- Los tratamientos de 100 y Moura
bisabolol e inyectadas con 200 mg/kg redujeron Rocha et
carragenina en cavidad significativamente la al,2011a
peritoneal. Se determina MPO. actividad de la MPO.
Ratones con lesiones gastricas Tratamientos de 100 y 200 Moura
causadas por administracion de mg/kg redujeron Rocha et
etanol. Se determina MPO en el significativamente la al, 2011b
estémago. actividad de la MPO.

Carum carvi Ratas con sepsis abdominal Tratamientos de 10 y 25 Fatemi et
provocada por puncion del ciego mg/kg restauraron a niveles al., 2010

ligado. Se determina MPO en
tejido hepatico.

normales las MPO en el
tejido hepatico.
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Carvacrol Ratas  como modelo  de El tratamiento redujo Botelho et
periodontitis. Se determina la significativamente la MPO al., 2009
MPO. gingival.

1,8-Cineol Ratones con infeccién vaginal Tratamiento de 20 pL al 10% Trinh et al.,
provocada  por  Gardnerella (vIv) redujo 2011
vaginalis. Se determina MPO en significativamente los niveles
tejido vaginal. de MPO.

Ratas con colitis inducida por El tratamiento redujo Santos et
administracion intrarrectal de significativamente la MPO en al., 2004
acido trinitrobenceno sulfénico. el tejido afectado.

Se determiné la MPO.

B-Citronelol Ratones con inflamacién dérmica El compuesto (B)-Citronelol Maruyama
inducida con f-glucano de no manifesto actividad et al., 2005
Alcaligenes faecalis. Se significativa en un
determind la actividad de la tratamientos de 5 L.

MPO.

Cordia Ratas con edema inducido en la Tratamiento redujo Passos et

verbenacea pata. Se determind la MPO en el significativamente la MPO en al., 2007
edema. el edema.

Croton Ratas con edema inducido en la Tratamientos entre 10 y 100 Ramos et

argyrophyllus pata. Se determind la MPO en el mg/kg redujeron al., 2013
edema. significativamente la

actividad de la MPO en el
edema.

Curcuma longa Ratas con isquemia inducida por Tratamiento de 500 mg/kg Dohare et
oclusion de arteria cerebral. Se redujo significativa la MPO al., 2008
determina la MPO en tejido en el tejido isquémico.
isquémico.

Eucalyptus Ratones con inflamacion dérmica La actividad de la MPO Maruyama

globulus inducida con [B-glucano de disminuy6 significativamente et al., 2005
Alcaligenes faecalis. Se con el tratamiento.
determiné la actividad de la
MPO.

Geraniol Ratas con candidiasis vaginal Se redujo significativamente Maruyama
provocada. Se determinala MPO el nivel de MPO e etal, 2008
en la vagina. inflamacion en la vagina.

Ratones con inflamacion dérmica No manifestd actividad Maruyama
inducida con [B-glucano de significativa en un etal., 2005
Alcaligenes faecalis. Se tratamiento de 5 pL.

determiné la actividad de la

MPO.

Geranio Ratones con edema inducido en Tratamiento redujo Maruyama

(género) la pata. Se determind MPO en el significativamente la etal., 2006
tejido afectado. actividad de la MPO.

Juniperus Ratones con inflamacién dérmica No mostré actividad. Maruyama

communis inducida con [B-glucano de et al., 2005
Alcaligenes faecalis. Se
determiné la actividad de la
MPO.

Lavandula Ratones con inflamacién dérmica La actividad de la MPO Maruyama

angustifolia inducida con [B-glucano de disminuy6 significativamente et al., 2005
Alcaligenes faecalis. Se con el tratamiento.
determiné la actividad de la
MPO.
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Linalol Ratones con inflamacion dérmica No manifesto actividad Maruyama
inducida con [-glucano de significativa en un etal., 2005
Alcaligenes faecalis. Se tratamientos de 5 pL.
determiné la actividad de la
MPO.

Lippia sidoides = Ratas con enfermedad El tratamiento redujo la MPO Botelho et
periodontal inducida. Se significativamente en el tejido al., 2008
determina  MPO en tejido gingival.
gingival.

Melaleuca Ratones con inflamacién dérmica La MPO disminuyé Maruyama

alternifolia inducida con [-glucano de significativamente con el etfal., 2005
Alcaligenes faecalis. Se tratamiento.
determiné la actividad de la
MPO.

B-Mirceno Ratas pre-tratadas a las que se Tratamiento de 7,5 mg/kg Bonamin et
les indujo Ulcera gastrica. Se disminuyd significativamente al., 2014
determina MPO en homogenado. los niveles de MPO en la

mucosa gastrica.

Myrtus Ratones a los que se le provoc6 Tratamiento tépico redujo Maxia et al.,

communis edema en la oreja. Se determiné significativamente la MPO en 2011
la MPO. el tejido de la oreja.

Nigella sativa Ratas con isquemia inducida por Tratamiento de 0,2 mL/kg Yildiz et al.,
oclusion arterial de los rifiones. redujo significativamente los 2010
Se determina la MPO en el tejido valores de MPO en el tejido
isquémico. isquémico.

Origanum Ratas con colitis inducida por Tratamientos intraperitoneal Dundar et

onites administracion intrarrectal del e intrarrectal redujeron al., 2008
acido 2,4 ,6-trinitrobenceno  significativamente la MPO.
sulfénico. Se determiné la MPO.

Perargonium Ratones con inflamacion dérmica Tratamiento disminuyé la Maruyama

asperum inducida con f-glucano de MPO significativamente. et al., 2005
Alcaligenes faecalis. Se
determiné la actividad de la
MPO.

Pistacia Ratas pre-tratadas y con Tratamientos Shirole et

integerrima administracion intratraqueal de intraperitoneales de 7.5, 15y al., 2014
LPS. Se determina MPO en 30 mg/kg redujeron
homogenado. significativamente la MPO.

Protium Ratones a los que se le provocoé El tratamiento de 100 mg/kg Valim

heptaphyllum lesiones gastricas por redujo significativamente la Araujo et
administracion de etanol. Se MPO. al., 2011
determina MPO en el estémago.

Rosmarinus Ratones con colitis inducida por Reduccién significativa de la Juhas et al.,

officinalis administracion intrarrectal de MPO a 1250 ppm. A 2500 y 2009
acido ftrinitrobenceno sulfénico. 5000 ppm no hay cambios.

Se determina la MPO en los Comportamiento
tejidos afectados. independiente de la dosis.

Satureja Ratones con colitis inducida por Tratamientos de 1000 y 1500 Ghazanfari
Khuzestanica administracion intrarrectal de ppm redujeron et al., 2006
acido acético. Se determind la significativamente la MPO.

MPO en el tejido con colitis.

Terpinen-4-ol Ratones a los que se le provocé Los tratamientos de 10 Ninomiya et

candidiasis oral. Se determiné la mg/mL redujeron al., 2013

MPO.
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Ratones con inflamacion dérmica Tratamiento de 5 pL no Maruyama

inducida con fB-glucano de manifesto actividad. et al., 2005
Alcaligenes faecalis. Se
determin6é la actividad de la
MPO.
a—Terpineol Ratones con infeccién vaginal Tratamiento de 20 yL al 10% Trinh et al.,

provocada por  Gardnerella (v/v)redujo significativamente 2011
vaginalis. Se determina MPO en los niveles de MPO.

tejido vaginal.
Thymus Ratones con dafio agudo del Pre-tratamiento oral de 250 y Grespan et
vulgaris higado por sobredosis de 500 mg/kg redujo al., 2014
acetaminofen. Se determina significativamente la MPO.
MPO en el higado. Dosis de 125 mg/kg sin

efecto.

Los ensayos in vitro que vinculan los aceites esenciales y la actividad de la
mieloperoxidasa son bastante escasos. En un experimento donde se determiné la
actividad de la MPO en el sobrenadante de leucocitos humanos tratados con los
aceite esenciales de Cymbopogon winterianus Jowitt y C. citratus (DC) staff, la
actividad de la enzima disminuyé con ambos tratamientos. Ya sea por inhibicion de
la liberacion de la MPO por los leucocitos o por inhibicion de la enzima propiamente
dicha (Ribeiro Silva et al., 2010). El tratamiento previo con eugenol también provoco
una reduccién de la liberacion de la MPO al medio extracelular en neutrdfilos
humanos estimulados con N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP). En este
ensayo se buscd excluir cualquier inhibicién directa de la enzima MPO causada por
el eugenol pues las células fueron lavadas una vez realizado el tratamiento con el
eugenol y antes de ser estimuladas con el fMLP (Chen et al., 2008). Resultados
similares se obtuvieron en otro experimento in vitro donde se trataron macréfagos
peritoneales de ratones Swiss con eugenol (Kar Mahapatra et al., 2009). Sin
embargo, en la literatura no hemos podido encontrar hasta el momento referencias
al efecto inhibidor directo que podrian ejercer los aceites esenciales o sus
componentes sobre la enzima MPO aislada.

Por lo que se refiere a los ensayos in vivo, varios aceites esenciales provocaron
una reduccién de la actividad de la MPO en los tejidos tratados. También tuvieron
una actividad similar el B-mirceno el terpinen-4-ol, el anetol, el a-bisabolol, el
carvacrol, el geraniol y el 1,8-cineol. Sin embargo, es importante sefialar que
mediante estos ensayos no se puede diferenciar si el efecto de los aceites
esenciales se debid a que la enzima fue inhibida directamente, se impidié la
liberacién de la MPO de los neutrdfilos o si fueron inhibidos los mecanismos de
quimiotaxis que llevan a la acumulacion de neutroéfilos en los tejidos inflamados.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Fundamento del ensayo

La actividad de la enzima MPO se determind mediante la oxidacién del
dihidrocloruro de o-dianisidina por accién del H.O, (Bradley et al., 1982). Esta
reaccion es catalizada por la MPO:

2 clorhidrato de o-dianisidina+ H,O,— 2 clorhidrato de o-dianisidina oxidada+ 2 H,O

Los neutréfilos en solucién salina de Hanks modificada (HBSS) son activados con
LPS (concentracion final de 100 pg/mL) y estimulados a liberar la enzima
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mieloperoxidasa al medio durante 30 min a 37°C. Las muestras no estimuladas
ejercieron como controles. Posteriormente los neutréfilos fueron incubados a
temperatura ambiente durante 15 min con 100 pL o-dianisidina (1,25 mg/mL en
HBSS) suplementada con 0,004% de H,0O,. La reaccion se detuvo por la adicion de
azida sodica (NaNs3) [2 % (masa/vol)]. La actividad de MPO se determind por
medicion de la absorbancia a 450 nm.

4.2.2 Material

- Clorhidrato de o-dianisidina [Sigma, referencia: D3252-5@].

- Azida sddica (NaN3;) [Sigma, referencia: S8032].

- Hy0, [Sigma, referencia: H3410].

- Peroxido de hidrogeno (H,0,) 30% [Sigma, referencia: H3410].

- Lipopolisacaridos bacterianos (LPS) como estimulante de la liberacién de la
mieloperoxidasa por los neutréfilos. LPS de E. coli 0127:B8. [Sigma,
referencia: L3129].

- Etilendiamina tetraacetato de sodio dihidratado (EDTA-Na, *H,0) [Sigma,
referencia: E6511].

- Cloruro de amonio (NH,CI). [Sigma, referencia: A9434].

- Bicarbonato de potasio (KHCO,). [Sigma, referencia: P9144]

- Dimetil-sulféxido (DMSO) [Sigma, referencia: D1435].

- Quercetina [Sigma, referencia: Q4951].

- Tween 20 [Sigma, referencia: P1379].

- Tween 80 [Sigma, referencia: P1754].

- Solucioén salina de Hanks modificada, mas cationes Ca** y Mg®* (HBSS).
[Sigma, referencia: H8264].

- Solucién salina de Hanks modificada, sin los cationes Ca** y Mg?* (HBSS)
[Sigma, referencia: H6648].

- Ricinoleato de gliceril-polietilenglicol (E484) [suministrado por Lidervet, S.L.].

- Microtubo tipo eppendorf 1,5 mL tapa plana [Rubilabor, referencia:
711.1500].

- Tubos plasticos de 50 mL sin faldén [Rubilabor, referencia: 644.2050].

- Tubos plasticos de 15 mL [Rubilabor, referencia: 644.2015].

- Placa microtiter 96 pocillos, fondo plano. [Rubilabor, referencia: 822.0005].

- Placas microtiter 96 pocillos, fondo U. [Rubilabor, referencia: 822.0001].

- Puntas de multipipeta de 200 pL(fine point LTS tips). Solo para empleo en
multipipetas LTS (Rainin) [Rainin, referencia: RC-L250/10].

- Puntas de pipeta de 200 uL [Rubilabor, referencia: 16-2001].

- Punta de pipeta de 10 mL [Rubilabor, referencia: 511.0002].

- Punta de pipeta 100-1000 uL [Rubilabor, referencia: 015/162222].

- Buffy coats procedentes del Banc de Sang i Teixits de Catalunya.

- Espectrofotometro para lectura de placas a 460 nm. [Microplate
spectrophotometer, Benchmark Plus, BIORAD. Pais USA, 2004].

4.2.3 Solucion de hemolisis

Se prepara una solucién madre (x10) que se conserva a 4 °C y que esta compuesta
por: NH4CI (8,99 g), KHCO; (1,0 g), EDTA-Na, (0,037 g), H,O MilliQ c.s.p. 100 mL.
Esta solucion madre se diluye 1:10 (v/v) en el mismo momento de uso. Con esta
técnica se busca una acumulaciéon de NH,CIl en el interior de los eritrocitos. Se
produce un aumento en la presion osmaética de los eritrocitos y como consecuencia
la ruptura de la membrana celular, lo que facilita su eliminacion selectiva (Bossuyt
et al.; 1997).
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4.2.4 Seleccién del tampdén

Durante la manipulacién de las células es necesario prevenir su agrupacion, un
fendmeno que se facilita si estan presentes los cationes Ca?* y Mg®*. En cambio,
durante la realizacién del ensayo funcional activo, se prefiere el tampén HBSS mas
los cationes Ca** y Mg**.

4.2.5 Obtencion de la suspension de leucocitos humanos

Se obtienen los leucocitos a partir de buffy coats provenientes del Banc de Sang i
Teixits de Catalunya. Los buffy coats son la capa amarillenta rica en células blancas
y plaquetas obtenidas por centrifugacion de la sangre procedente de voluntarios
humanos sanos. El procedimiento que se emplea para la obtencion de la
suspension de leucocitos es la hemdlisis (shock hemolitico) mediante el empleo de
una solucién de cloruro amoénico (Bossuyt et al.; 1997).

1. Se toman 500 yL de sangre total que se depositan en tubos plasticos de 15 mL.
Se afiaden 5 mL de solucion de hemodlisis ya diluida.

2. Tras 3 minutos de lisis, se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm y 4 °C y se elimina
el sobrenadante.

3. El acumulo de células obtenido se lava con solucién de HBSS sin cationes Ca**
y Mg?* (5 mL) y se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm.

4. Tras la centrifugacion se elimina el sobrenadante y el acimulo de células se
resuspende en HBSS sin cationes Ca®* y Mg?* (4 mL).

La suspension resultante contiene todo tipo de leucocitos y una cantidad variable de
eritrocitos y restos celulares. La cantidad de restos se puede minimizar con
sucesivos lavados y centrifugaciones. Se ha de tener en cuenta que un incremento
en el tiempo de lisis con cloruro amoénico puede dar como resultado un aumento de
la mortalidad y alteracién en la morfologia celular. Las preparaciones celulares se
mantuvieron en hielo hasta su empleo, el cual nunca fue superior a las 2 horas.

4.2.6 Preparacion de las muestras de aceites esenciales

Se tomaron 10 uL de cada aceite esencial. Se afadid este volumen de aceite
esencial a un eppendorf de 1,5 mL previamente tarado. La masa de esta alicuota
de aceite esencial se determiné en balanza analitica. Se complet6 el volumen hasta
1mL con DMSO. Los aditivos o solventes empleados fueron ensayados
previamente para descartar que presentaran algun tipo de actividad por si mismos.
Se sometid la mezcla a vortex durante 2 minutos que fueron seguidos de 5 minutos
en el equipo de ultrasonido. El resultado final fue una emulsion con aspecto
homogéneo del aceite esencial. Esta emulsion se utiliz6 como solucién madre.
Utilizando esta solucién madre y un grupo de eppendorfs se realizaron una serie de
diluciones. En todos los casos se empled como solvente a la soluciéon de Hanks con
los cationes Ca?* y Mg®*. Las diluciones fueron realizadas una a continuacion de la
otra y tuvieron la secuencia siguiente: (solucién madre)— '/1o— Y2— Yoo Voo Voo
Y%— Y Y5 '/10. Al afiadir el tratamiento a la placa ocurre una dilucion 1,0 de las
concentraciones que se encuentran en el eppendorf. Fueron ensayadas todas las
soluciones excepto la solucidon madre (9 en total).

4.2.7 Método operatorio en el ensayo de la MPO en presencia de células

1. En una placa de microtiter de fondo en U se depositan 200 uL de la solucion
de leucocitos humanos.
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Se afiaden 20 pL de las muestra en los distintos grupos de tratamiento y la
la quercetina (control positivo). Se afiaden 20 yL de HBSS en los pocillos
marcados como grupos control (control con LPS y control sin LPS).

Se incuba la placa 10 minutos a 37 °C con agitacion horizontal.

Se afiaden 10 pyL de LPS (50 pg/mL concentracion final) en todos los
pocillos. Se exceptuan los pocillos marcados como control sin LPS, en los
cuales se anade 10 pL de HBSS.

Se incuba la placa durante 30 min a 37 °C con agitacién horizontal.
Se centrifuga la placa a 2500 rpm durante 10 minutos.

Se toman 50 pL del sobrenadante libre de células de cada pocillo y se
trasladan a una placa de microtiter de fondo en U. Posteriormente se
afiaden 50 pL de clorhidrato de o-dianisidina (1,25 mg/mL concentracion
final en HBSS suplementada con 0,004 % H,O,) y se incuba 5 minutos a
temperatura ambiente.

Se detiene la reaccion con 50 yL NaN; [2% (masa/vol)]. Se toman 50 uL de
los pocillos y se trasladan a una placa de fondo plano con 150 uL de HBSS
en cada pocillo. Se realiza la lectura de la absorbancia a 460 nm.

4.2.8 Método operatorio en el ensayo de actividad de la MPO aislada

1.

En un tubo de 15 mL con 10 mL de suspension de leucocitos se afiade LPS
0,5 mL (1mg/mL~ 50 pg/mL concentracion final). Estas seran las células
estimuladas. En otro tubo de 15 mL con 10 mL de suspension de leucocitos
se afiade una cantidad similar de HBSS (0,5 mL). Este segundo tubo
constituye el grupo de las células no estimuladas o control.

Se incuban ambos tubos de 15 mL durante 30 min. a 37 °C con agitacion.
Se centrifugan los tubos de 15 mL a 4000 rpm durante 7 minutos a 4°C.

Se toma el sobrenadante libre de células de los tubos con leucocitos
estimulados y no estimulados y se pasa a cubetas para su utilizacion.

En una placa de microtiter de fondo en U se depositan 100 pL del
sobrenadante libre de células procedente de leucocitos humanos no
estimulados en los pocillos designados como control sin LPS y 100 uL del
sobrenadante procedente de los leucocitos humanos estimulados en el resto
de los pocillos de la placa de microtiter.

Se afiaden 10 pL de las soluciones decrecientes de las muestras y la
quercetina (control positivo). Se afiaden 10 yL de HBSS en los pocillos
marcados como grupos control (control con LPS y control sin LPS).

Se incuba la placa 6 minutos a 37 °C con agitacién horizontal.

Se afiaden 100 pL de clorhidrato de o-dianisidina (1,25 mg/mL en HBSS)
suplementada con 0,004 % H,O, y se incuba 5 minutos a temperatura
ambiente (preparar la solucién justo antes de usarla, para 25 mL se anaden
31,25 mg de clorhidrato de o-dianisidina y 300 pL de H,0, al 30%).

Se toman 50 uL de los pocillos de la placa anterior y se trasladan a una
placa de fondo plano que contenga en cada pocillo 150 yL de HBSS y 30 uL
NaN3 (2 % (masa/vol)). Se realiza la lectura de la absorbancia a 460 nm.
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Figura 4.1. Distribucion de las muestras y controles en una placa de
microtiter de 96 pocillos.

4.2.9 Anadlisis de los datos

La inhibicion (%) de la actividad de la MPO fue calculada a partir del valor de
actividad de la MPO en los leucocitos estimulados con LPS y tratados con aceites
esenciales versus los valores de actividad de la MPO en los leucocitos estimulados
con LPS pero que no fueron tratados con los aceites esenciales (0% de inhibicion).
También existe un grupo control (nivel basal) que esta constituido por los leucocitos
que no fueron activados con LPS (100 % de inhibiciéon). La quercetina, fue utilizada
como control positivo en los tratamientos.

4.2.10 Expresion de los resultados y procesamiento estadistico

Los resultados fueron resumidos en tablas, los datos reflejaron las medias +
desviacion estandar (DE) de cuatro experimentos independientes. Las
comparaciones entre los diferentes tratamientos con el control (0 % de inhibicion)
para cada muestra se realizaron mediante un andlisis de varianza (one-way
ANOVA) seguido de una prueba de Dunnett (Dunnett’'s test), p<0.05. Las
comparaciones entre el ensayo en ausencia de células y el ensayo en presencia de
células para un mismo aceite esencial se realizaron mediante el “paired t test”,
p<0.05. La concentracion inhibitoria 50 % (ICso) fue calculada cuando fue posible
por interpolacion en una curva dosis-respuesta construida mediante una regresion
no linear que seguia un modelo de curva sigmoidea. Esta curva se obtuvo de
graficar el (%) de inhibicion de la MPO versus el logaritmo de la concentracion del
aceite esencial (ug/mL). Para el analisis estadistico se ultilizé el software Graphpad,
Prism version 5.0 para Windows, San Diego, CA, USA.

4.3 Resultados

La Tabla 4.3 recoge los resultados de los ensayos de actividad de aceites
esenciales, fracciones y constituyentes sobre la MPO aislada y en presencia de
células. También aparecen recogidos los resultados de las pruebas estadisticas en
las cuales se compara la actividad en el ensayo sobre la MPO aislada con la
actividad en el ensayo en presencia de células. Por su parte la Tabla 4.4 recoge los
resultados de estos mismos ensayos ante la quercetina (empleada como control +).
Debido a que las diluciones de las diferentes muestras se hicieron tomando
volumenes iguales, las concentraciones estan expresadas en % (v/v). Las
equivalencias entre estas concentraciones y su valor en ug/mL para los ensayos de
la MPO estan resumidas en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.3. Actividad sobre la MPO aislada y en presencia de células.

Inhibicién (%) de la MPO

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

%037\; Arbol del t¢  Bornilo + isobornilo, Cayeputi Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragon Jengibre Laurel
’ acetatos de (terpenos)

0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7,81x10° 1,2£3,5 -0,3+1,6 0,2+1,1 0,1£1,1 3,3+1,3* 3,4£1,0* 1,942,0 1,5+2,9 1,912,8 1,9+2,8 0,6+0,9
7,81x107 1,2+1,8 0,941,3 0,6+1,6 0,8+2,6 4,612 * 1,8+1,7 5,6+1,2* 1,0+3,3 2,4+0,9 2,4+0,9 2,1+1,7

MPO 1,56 x 10™ 2,0£2,1 0,0+£2,3 1,4+1,6 1,2+1,3 10,9+1,8 * 2,0¢1,4 12,1£1,7 * 2,542,2 2,7£2,7 2,742,7 2,4+0,5

aislada (A) 3,13 x 10™ 2,942,0 1,5+1,6 1,8+2,1 1,3+2,0 14,6£1,6 * 2,117 15,5¢1,4 * 3,6+1,7  3,9+2,7* 3,9+2,7* 3,024 *
6,25x 10™ 5,2+3,0 * 1,9+0,7 2,2+1,5 2,724 21,6+0,9 * 1,5+1,2 21,6£1,8* 8,8+2,5* 122+20* 122+20* 8,6+1,2*
1,25 x 10° 9,9+2,2 * 2,242,0 2,8+1,5* 12,3+1,8* 29,5+1,5* 2,7+1,4 26,4+1,4* 13,2+3,1* 17,5¢1,3* 175+1,3* 152+1,8*
2,50x10°  17,4+2,0 * 2,4+0,9 3,5¢0,6 * 154+0,9* 39,2+1,3* 3,8+2,2* 435+26* 18,5+2,8* 20,9+1,1* 20,9+1,1* 26,7¢+1,0*
5,00x10° 20,5+0,9 * 34+1,4* 4,3t1,1* 19,914 * 53,3+2,3* 4,1+21* 63,2+2,1* 252+3,1* 28,0+2,3* 28,0+2,3* 32,6+1,7*
1,00 x 10%  41,04¢3,0 * 10,4+1,0 * 15,9+1,2* 30,8t1,2* 76,7¢1,8* 10,0+1,3* 81,4+1,5* 49,0+x1,5* 41,3+1,5* 413+15* 44,0+1,3*
ICs0 pg/mL - - 37,2+1,0 35,9124 - - - -

(A) vs (B) — * * P * B * * *

0,00 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
7,81 x10° -0,4+1,1 0,610,9 0,1£1,6 0,5+1,6 3,0¢1,6 ¢ -0,4+1,0 3,043,2 -1,0+0,9 0,0+1,5 0,0£1,5 -0,5%1,1
7,81x107 0,1£1,0 0,7£0,7 0,8+0,5 -0,2+1,8 7,4+0,8 * -0,1+0,9 6,8£1,9 * 0,0£1,3 0,2+1,8 0,2+1,8 1,1£0,6
1,56 x 10 0,1+1,4 0,6+1,4 -0,2+0,3  -0,2+2,3  14,2+0,7*  -1,1%11 10,5+2,0 * 0,710,9 -1,3+0,7 -1,3+0,7 1,4+1,5

Presencia 3,13 x10* 0,6+1,5 1,842,2 1,2+1,1 1,5¢1,5 22,713 * 1,410,3 16,7£2,6* 2,7¢1,0*  0,6%1,3 0,6+1,3 5,2+1,3*
de células 6,25 x 10™ -0,1+1,1 3,8+1,8* 3,0+0,7*  3,940,8* 35,3t1,6* 0,9+1,4 32,7+25* 6,4+1,3* 1,4+0,5 1,4+0,5 9,9+1,8 *
(B) 1,25 x 10° 1,1£0,7 7,3t1,9* 52+0,9* 6,942,0* 44,6x1,5* 0,3%1,5 43,5¢2,9* 10,5¢1,7* 3,0¢1,2 3,01,2 17,8+0,9 *
2,50 x 107 4,0+0,9 * 11,3¢1,3 * 8,9+1,3* 10,5¢1,3* 54,2+15* 3,0£0,8* 56,1+2,7* 159+10* 6,7+2,8* 6,7+2,8 *  25,0+0,7 *
5,00 x 10° 6,7£0,4 * 14,8+1,3 * 12,2+1,6 * 14,3+1,3* 63,8£1,2* 4,8+1,5* 73,9+1,5* 229+14* 10,8t24* 10,8t24* 29,6+1,3*
1,00x 10°  10,2+0,8 * 20,5+1,0 ¢ 17,1+1,8* 22,7¢+1,1* 819+14* 8,7+1,0* 84,7+2,7* 324+1,0* 16,3+1,0* 16,3x1,0* 39,9+1,8*

ICs0 pg/mL - - 16,3+1,2 19,2+2,0 - - - -

Inhibicion (%£DE; n=4). *Diferencias significativas (p<0.05). (---) No es posible calcular el valor o las diferencias no son significativas.
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Tabla 4.3. Continuacion.

Inhibicién (%) de la MPO

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Conc.
%, viv Limén Limon Niauli Nuez Nuez moscada Orega~no Carvacrol Palmarosa Romero Tomillorojo  Timol
(terpenos) moscada (terpenos) Espariol
0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7.81x10°  -0,3+1,2 0,1+1,2 3,2+3,2 1,4+1,4 1,3+1,8 -1,0+0,6 0,1+1,4 0,8+1,3 0,8+1,0 0,0+1,2 0,2+1,1
7,81x10° 0,240,9 -0,1+0,5 5,312,6 * 4,2+0,8* 0,0+1,7 -0,6+1,0 1,2+2,0 0,7¢1,5 0,9+1,6 0,31,0 1,1+0,9
MPO aislada 1,56 x 10 1,1+0,8 1,6+0,9 10,24¢2,2* 10,9+1,6 * 1,1+1,9 2,312.3 53+2,0* 2,5+0,6 * 2,1+2.2 1,6£2,1  5,6+1,8*
(A) 3,13x10"  1,90,6 2,722,0  14,7#1,7* 14,202 * 1,6¢1,9 6,4£1,2* 131%19* 25+1,1* 19+19 86x1,6* 116£15*
6,25x10* 24+10* 3,942,0* 16,1+2,7* 15,6+2,2* 2,1+2,0 13,2¢1,5* 20,4+1,1* 2,7+1,0* 12,3+1,4* 14,8+1,5* 19,5¢0,9*
1,25x10°  3,9+1,9* 47+1,7* 21,8+1,2* 181+19* 5,6+1,0 * 22,6£1,2* 29,5+1,2* 9,0£0,8* 19,6+0,8* 22,3+1,6* 27,1+16*
2,50x10°  6,2+¢1,3* 7,841,9* 255+1,3* 19,1+29* 7,4+1,8* 33,2+1,4* 394+1,1* 14,6+1,3* 32,0£2,8* 34,2+2,0* 41,8425*
5,00x10°  8,9+0,5* 11,3¢1,0* 31,9+26* 21,9+22* 12,006 * 42,9+2,3* 55,0+1,0* 18,1+0,7* 40,2+0,9* 458+1,4* 53,0+1,7*
1,00x 10° 251+09* 20,5¢#1,6* 509+2,0* 41,8+1,5* 212+07* 60,7+1,4* 80,9+1,0* 29,3+1,4* 58,2+26* 72,1+1,0* 76,9+1,8*
ICs50 pg/mL -—- -—- -—- -—- 58,915,3 35,9+1,4 67,1453 45,3+21 39,7+2,6
(A) VS (B) ——_— — * * * * _— * —_— * _— —
0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,040,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7,81 x10° 0,410,5 0,110,7 -0,2+1,0 0,2+1,5 1,6+1,0 1,7¢1,2 -0,7+0,8 0,60,5 0,214 1,0¢1,4ns 0,7+0,3
7,81 x 107 0,8+0,8 0,1+1,8 -0,3+1,1 -0,1+0,7 0,9+1,2 1,317 -0,4+1,2 -0,4+1,2  -0,4+0,7 0,6+2,3ns 2,6+1,2
1,56 x 10*  -0,40,9 0,3%1,6 0,5+2,0 -0,6+1,0 3,4+1,2* 4,0£2,2 * 4,0£09*  0,5+2,1 1,542,2 3,921 * 7,0¢1,7*
. 3,13x10™ 0,9%1,5 3,0£1,3* 1,9+2,0 1,9+1,2 6,4+2,8 * 6,3+1,8 * 8,1£0,8* 2,6+2,3* 2,1+1,3 6,3t2,5* 12,6£1,5*
szlslﬁ';g'?;e 6.25x10* 34%14*  54+16* 45:1,8* 31:08* 774" 8,8+12* 135#1,7* 509+1,3* 46+12* 12108* 186428 *
1,25x10°  7,4+0,9* 8,4+15* 8,8+1,5* 9,0+1,2* 10,2+1,7 * 15,3x16* 228+1,9* 89+1,3* 84+14* 17,7+2,0* 30,0+1,6 *
250x10° 10,7¢12* 118+22* 132+19* 138+09* 134+16* 28,0+1,4* 33,4+19* 13,0£0,5* 11,841,9* 26,3+0,6 * 44,9+22*
5,00x10° 153+1,5* 16,4+1,1* 17,2+0,9* 16,840,5* 20,2+1,3* 38,3t2,9* 48,6+1,3* 17,1+09* 17,3+1,1* 37,3+1,5* 58,8+2,1*
1,00 x 107  22,7#1,7* 26,0¢1,3* 28,0+16* 26,0+1,1* 29,7+16* 57,6£2,2* 67,0£1,2* 23,6+1,3* 26,6+1,7* 544+19* 729+1,8*
IC50 pg/mL -—- -—- -—- 74,0+7,6 50,8+3,4 -—- 80,246,6 35,0+1,0
Inhibicion (%+DE; n=4). *Diferencias significativas (p<0.05). (---) No es posible calcular el valor o las diferencias no son significativas.
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Tabla 4.4. Actividad de la quercetina (control +) sobre la MPO aislada y en presencia de células.

Inhibicién (%) de la MPO

Quercetina (ug/mL) MPO aislada (A) Presencia de células (B)
0,0000 0,0+0,0 0,0+0,0
0,0005 5,8+2,5* 23,3t12,4 *
0,0050 10,8+1,7 * 37,8£3,8 *
0,0500 30,1+1,9 * 44,0+2,0*
0,5000 45,5426 * 50,3+2,0 *
5,0000 67,9419 * 53,9+2,3 *
12,0000 85,2423 * 71,2£3,2*
25,0000 97,5£2,0 * 83,0141
50,0000 100,0+1,0 * 93,321 *

ICso (Mg/mL) 1,0+0,3 2,8+0,8
(A) vs (B)

Inhibicién (%+DE; n=4). *Diferencias significativas (p<0.05). (---) Diferencias no significativas.
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Tabla 4.5. Equivalencias entre las concentraciones expresadas en % (v/v) y las concentraciones expresadas pg/mL.

Equivalencias entre concentraciones en % (v/v) y pg/mL

Concentracién (pg/mL)

Concentracion Bornilo + Cl
(%, viv) Arbol delté¢  isobornilo,  Cayeputi  Cilantro Clavo avo Eugenol Enebro  Estragén  Jengibre Laurel
(terpenos)
acetatos de

7,81x10° 0,08 0,09 0,07 0,07 0,08 0,07 0,09 0,07 0,07 0,07 0,07

7,81x10° 0,75 0,87 0,73 0,71 0,79 0,71 0,90 0,70 0,73 0,73 0,71

1,56 x 10™ 1,50 1,75 1,46 1,42 1,58 1,42 1,80 1,40 1,46 1,47 1,43

3,13x 10" 3,00 3,49 2,92 2,85 3,15 2,83 3,60 2,80 2,93 2,94 2,86

6,25 x 10™ 6,00 6,99 5,84 5,69 6,30 5,67 7,20 5,60 5,85 5,88 5,72
1,25x 10° 12,00 13,98 11,69 11,39 12,60 11,34 14,40 11,20 11,70 11,75 11,44
2,50 x 10 24,00 27,95 23,38 22,78 25,20 22,67 28,80 22,40 23,40 23,50 22,88
5,00 x 107 48,00 55,90 46,75 45,55 50,40 45,35 57,60 44,80 46,80 47,00 45,75
1,00 x 107 96,00 111,80 93,50 91,10 100,80 90,70 115,20 89,60 93,60 94,00 91,50

Limoén Nuez Nuez Orégano
Limén Niauli moscada ~ Carvacrol Palmarosa Romero  Tomillo rojo Timol
(terpenos) moscada espanol
(terpenos)

7,81 x10° 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,09
7,81x10° 0,70 0,68 0,73 0,72 0,69 0,77 0,81 0,75 0,76 0,74 0,87
1,56 x 10™ 1,41 1,36 1,46 1,45 1,37 1,54 1,63 1,49 1,51 1,47 1,74
3,13x 10* 2,82 2,72 2,92 2,90 2,74 3,07 3,25 2,98 3,03 2,95 3,49
6,25 x 10™ 5,63 5,44 5,84 5,79 5,48 6,14 6,51 5,97 6,05 5,89 6,97
1,25x10° 11,26 10,88 11,68 11,59 10,96 12,29 13,01 11,94 12,10 11,79 13,95
2,50 x 10 22,52 21,75 23,35 23,18 21,92 24,58 26,02 23,88 24,20 23,58 27,90
5,00 x 107 45,05 43,50 46,70 46,35 43,85 49,15 52,05 47,75 48,40 47,15 55,80
1,00 x 107 90,10 87,00 93,40 92,70 87,70 98,30 104,10 95,50 96,80 94,30 111,60
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4.4 Discusion

En la Tabla 4.3 se aprecian los efectos de las muestras ensayadas sobre la MPO
aislada y en presencia de leucocitos humanos. El ensayo sobre la MPO aislada
determina la inhibicién directa sobre la enzima. El ensayo en presencia de células
examina la accién sobre un conjunto de procesos que incluye a los mecanismos
inflamatorios, la secrecion de la enzima por los neutrdfilos y la inhibicion de la MPO.
La mayor parte de aceites esenciales, sus fracciones y los compuestos puros
ensayados tuvieron un comportamiento similar en ambos tipos de pruebas,
mostrando un cierto grado de actividad inhibidora.

La Tabla 4.4 recoge los resultados de la quercetina (control positivo). La quercetina
resultdé ser mas activa en ambas pruebas que cualquier muestra ensayada, siendo
un potente inhibidor de la MPO. En un ensayo de inhibicién de la MPO publicado en
la literatura se obtuvo para la quercetina un valor de 1C5=1,35 pg/mL (Rebuglio-
Vellosa et al., 2009); un valor similar al que obtuvimos en nuestro ensayo en
ausencia de células (ICs50=1,0 pug/mL).

Los aceites esenciales ricos en fenoles (clavo, tomillo rojo y orégano espafiol)
fueron los mas activos. La ICsy calculada para estos aceites esenciales vario entre
37 y 59 ug/mL en el ensayo en ausencia de células y entre 16 y 80 pg/mL en los
experimentos en presencia de leucocitos. Sus componentes principales, eugenol,
timol y carvacrol, también mostraron una actividad importante. La ICs, calculada
para estos compuestos varid de 35 a 40 ug/mL en los experimentos libres de
células y de 19 a 51 yg/mL en presencia de leucocitos (Figuras 4.2, 4.3 y 4.4).

80+ H
704 — Carvacrol/enzima aislada
= Carvacrol / presencia de células
é 604 -= Orégano espaiiol / enzima aislada ’g
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o
L)
=]
c
O
=
=
=
£
L] L] L] L] L] L] L]
-1.0 0.5 0.0 05 1.0 15 2.0
log [pg/mL]

Figura 4.2. Inhibicién (%, media tDE) de la MPO aislada y en presencia de
leucocitos humanos por el aceite esencial de orégano espariol y el
carvacrol
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Figura 4.3. Inhibicion (%, media +DE) de la MPO aislada y en presencia de
leucocitos humanos por el aceite esencial de tomillo rojo y el timol.
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Figura 4.4. Inhibicion (%, media +DE) de la MPO aislada y en presencia de
leucocitos humanos por el aceite esencial de clavo y el eugenol.

Al examinar la literatura publicada encontramos que en un modelo de inflamacioén in
vivo ya se habia determinado que el carvacrol era capaz reducir la actividad de la
MPO en el sitio inflamado (Botelho et al., 2009). Sin embargo, sobre el aceite
esencial de tomillo rojo o el timol no hemos encontrado publicados en la literatura
ensayos de inhibicién de la MPO.
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Otros aceites esenciales ensayados también mostraron actividad inhibitoria de la
MPO. En el experimento sobre la MPO aislada los aceites esenciales de laurel,
enebro, niauli, nuez moscada, romero, estragon, jengibre y arbol del té produjeron
inhibiciones que variaron entre el 40% y el 60% a la concentracion mas alta
examinada. Cuando los experimentos de inhibicion in vitro de la MPO fueron
realizados en presencia de leucocitos solo los aceites esenciales de enebro y laurel
alcanzaron actividades inhibidoras de entre el 30% y el 50% a la concentracién mas
alta ensayada. Para la mayoria de los aceites esenciales examinados, la actividad
encontrada en el experimento en ausencia de células fue mayor que en el
experimento en presencia de leucocitos.

Con la esencia de romero sucedié como en otros aceites esenciales; el grado de
inhibicion en el ensayo en ausencia de células fue mayor que en el ensayo en
presencia de ceélulas (Figura 4.5). Un ensayo publicado anteriormente en la
literatura cientifica ya habia encontrado que el aceite esencial de romero era capaz
de reducir significativamente los valores de la MPO en los tejidos inflamados de
ratones a los que se les habia inducido colitis (Juhas et al., 2009). En la
composicion de la esencia de romero predomina el 1,8-cineol (49,7%). Otro ensayo
con ratas a las que se les indujo colitis también habia confirmado que el 1,8-cineol
puro reducia la actividad de la MPO en el tejido afectado (Santos et al., 2004). A
pesar de esto se puede destacar que no hemos podido encontrar referencias en la
literatura a ensayos in vitro de inhibicion de la MPO aislada por el aceite esencial de
romero o el 1,8-cineol. En otros aceites esenciales no se pudo detectar diferencias
significativas entre las inhibiciones determinadas en ausencia y en presencia de
células. En este grupo aparecen los aceites esenciales de tomillo, orégano espafiol,
cayeputi, enebro, laurel, palmarosa, limén y timol.
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Figura 4.5. Inhibicion (%, media +tDE) por el aceite esencial de romero de la
MPO aislada y en presencia de leucocitos humanos.
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En cambio, el aceite esencial de clavo y el eugenol exhibieron un comportamiento
muy diferente (Figura 4.4). Las I1C5, calculadas para el clavo y el eugenol fueron
mayores (menor actividad) en el ensayo en ausencia de células (37,2 pg/mL para el
clavo y 35,9, yg/mL para el eugenol) que en el ensayo en el que estaban presentes
los leucocitos (16,3 ug/mL para el clavo y 19,2 ug/mL para el eugenol). Estos
resultados sugieren la participaciéon de otros mecanismos que van mas alla de la
inhibicién enzimatica de la MPO. En la literatura publicada existen referencias a la
capacidad del eugenol de inhibir la NADPH oxidasa y la desgranulacion de los
neutréfilos, ademas es conocido el poder de este compuesto de eliminar los
radicales libres (Chen et al., 2008). El efecto del eugenol mediante estos y otros
mecanismos podria interferir con la secrecién de la MPO, explicando asi la mayor
inhibicién en la prueba realizada en presencia de leucocitos. La actividad del aceite
esencial de clavo esta relacionada sin duda con su contenido en eugenol pues
ambas muestras presentan un comportamiento paralelo. Es totalmente novedoso
que aqui se examinara el efecto inhibidor del eugenol sobre la MPO aislada pues
no hemos encontrado referencias al respecto en la literatura.

En conclusién, la mayoria de aceites esenciales ensayados mostraron actividad
inhibidora, mas intensa en la MPO aislada que en presencia de leucocitos. Los mas
activos fueron los de clavo, tomillo rojo y orégano espafiol, asi como sus principales
componentes (eugenol, timol y carvacrol). A diferencia de las demas muestras, el
aceite esencial de clavo y el eugenol mostraron mayor actividad en presencia de
leucocitos que sobre la MPO aislada, lo que sugiere que otros mecanismos,
ademas de la inhibicion enzimatica, estan también involucrados.
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Actividad sobre la produccién de 6xido nitrico

5.1 Introduccion

5.1.1 Generalidades

El 6xido nitrico (*"NO) es una molécula gaseosa, omnipresente en todos los
vertebrados, de vida media corta y que es producida por la enzima conocida como
oxido nitrico sintasa (NOS) en una reaccién que convierte la L-arginina y el oxigeno
en citrulina y NO. EIl 6xido nitrico difunde libremente a través de las células debido a
su pequefio tamano (cerca de 30 dalton). Existen tres isoformas de NOS: la éxido
nitrico sintasa neuronal (nNOS, también llamada NOS1), la éxido nitrico sintasa
inducible (INOS o NOS2) y la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS o NOS3). Cada
una de estas isoformas puede ser expresada en una gran variedad de tejidos y
tipos celulares. Las actividades de la eNOS y la nNOS estan reguladas por las
concentraciones intracelulares de Ca®**. Ambas isoformas son clasificadas como
NOS constitutivas y a pesar de ello también pueden ser inducidas en algunos
casos. Por ejemplo, la eNOS puede ser expresada a un nivel mayor que su nivel
constitutivo bajo ciertas condiciones como el ejercicio, estimulacién de estrogenos,
hipertermia y los esfuerzos extremos. EI NO generado por la eNOS o la nNOS sirve
como molécula mensajera intercelular que participa en varios procesos fisiolégicos
que van desde la regulacion del tono vascular y modulacion del flujo sanguineo
hasta el desarrollo del aprendizaje, la actividad neural y la memoria. Por otro lado,
la expresién de la iINOS es inducida por sustancias pro-inflamatorias como la
interleucina-1a (IL-1a), el interferén-y (IFN-y), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-
a), las endotoxinas o los lipopolisacaridos microbianos (LPS). Todos ellos producen
niveles altos y sostenidos de NO. En este caso el NO funciona como un medio de
defensa del organismo frente a las infecciones (Kanwar et al., 2009; Villanueva &
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Giulivi, 2010). Sin embargo, mas recientemente, se ha demostrado que la iINOS
también se expresa constitutivamente en neuronas, rifiones, higado, pulmones,
colon y queratinocitos. Asi, a la luz de las investigaciones mas recientes, la
expresion y la actividad de las diferentes isoformas de la NOS es especifica de
cada tipo de células (Villanueva & Giulivi, 2010).

La sintesis del 6xido nitrico y el efecto subsiguiente depende no solo de los tipos de
células en las cuales el 6xido nitrico es producido, sino también de las condiciones
particulares experimentadas por las células, los 6rganos y el organismo completo
en el momento de su produccion. Por ejemplo, la produccion del 6xido nitrico por
las células vasculares endoteliales es usualmente continua y en relativamente poca
cantidad, contribuyendo al mantenimiento de la presién arterial normal y de la
homeostasis sanguinea (Villanueva & Giulivi, 2010). Durante el shock séptico sin
embargo, la expresion de iNOS es inducida en las células vasculares endoteliales,
que a su vez liberan altas concentraciones de 6xido nitrico; un proceso asociado
con la aparicion de vasoplejia e hipotension persistente (Lopez et al., 2004). En otro
ejemplo, la produccién de éxido nitrico es controlada metabdlicamente y puede ser
afectada por la distribucion y la expresion de las arginasas y las dimetil-arginasas,
las concentraciones limitadas de sustrato (L-arginina), o las concentraciones locales
de citrulina (un inhibidor competitivo de la dimetil-arginina dimetil-amino-hidrolasa) o
de la dimetil-arginina asimétrica (un inhibidor no competitivo de la nNOS). La
compartimentalizacién de la produccion de oOxido nitrico dentro de las células
explica sus diferentes funciones y papeles en diferentes condiciones clinicas
(Villanueva & Giulivi, 2010).

El NO también se asocia a un gran numero de enfermedades que cursan con
procesos inflamatorios. La inflamacién es una respuesta normal del organismo para
proteger a los tejidos de las infecciones, el dafio o la enfermedad. La respuesta
inflamatoria es un proceso complejo con varios elementos caracteristicos que
incluyen la activacion de los monocitos, los granulocitos y los linfocitos, ademas de
la liberacién y activacion de mediadores de la inflamacion, el sistema del
complemento y mediadores humorales. El proceso inflamatorio comienza con un
estimulo que libera prostaglandinas de las células. Los LPS, por ejemplo, pueden
inducir la iINOS y la ciclooxigenasa-2 (COX-2). La COX-2 actua produciendo la
prostaglandina E2 (PGE2). A su vez la PGE2 actia dentro de las células para
producir varios tipos y cantidades de citocinas, que son agentes proinflamatorios
que completan el proceso al atraer leucocitos activos al sitio de la lesién o infeccion.
Estas células destruyen cualquier agente infeccioso o dafiino y eliminan los
desechos celulares del tejido dafado (Pacher et al., 2007; Jin et al. 2010).

A pesar de su importante papel, un exceso en la produccion de NO es patogénico
para aquel tejido del organismo que sufre el incremento agudo de las
concentraciones de NO. Al ser esta molécula un radical, es capaz de danar el
funcionamiento del tejido normal. La mayor parte del tiempo la inflamacién
constituye un salvavidas que permite que nuestro cuerpo se defienda del ataque de
bacterias causantes de enfermedades, virus o parasitos. En situaciones agudas, el
proceso termina pronto y la recuperacion comienza. El problema se produce
cuando el proceso inflamatorio persiste y se convierte en crénico. Diferentes
condiciones patoldgicas como la inflamacién crénica, enfermedades autoinmunes y
el cancer estan relacionadas estrechamente con la produccion de cantidades
excesivas de NO (Pacher et al., 2007; Villanueva & Giulivi, 2010).

Otro compuesto derivado del NO y tan importante como éste en el desarrollo de los
procesos inflamatorios es el peroxinitrito. La generacion concurrente de NO y
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superoxido (*O,”) puede producir un producto de reaccion citotéxico, el peroxinitrito
(ONOOQO"). EI ONOO™ es un potente oxidante que esta implicado en un grupo de
procesos neurodegenerativos y patofisioldogicos. EI ONOO™ puede difundir
libremente a través de las bicapas de fosfolipidos de las membranas para
reaccionar con una amplia variedad de moléculas diana, las cuales incluyen a los
fosfolipidos, las proteinas y el ADN, llevando a la muerte celular via necrosis o
apoptosis. A pesar de no ser un radical él mismo, el peroxinitrito es mas reactivo
que las moléculas que le dieron origen, induce modificaciones en las proteinas y ha
sido asociado con el desarrollo de un grupo de enfermedades. Entre las
modificaciones de las proteinas inducidas por el ONOQO™ se incluyen la oxidacion de
proteinas (en los residuos de metionina, cisteina, triptéfano o tirosina) y la nitracion
(en los residuos de tirosina o triptéfano). La nitracion de los residuos de tirosina en
las proteinas puede interferir con vias de senalizacibn que utilizan la
fosforilacion/defosforilacién de tirosinas y las cuales regulan la proliferacion celular,
apoptosis y la oxidacion. También la nitracion de las proteinas mediada por el
ONOO™ puede alterar su estructura terciaria y cuando el dafo es severo llevarlas a
ser inaccesible para la degradacion por el proteosoma. Mas aun, la habilidad del
peroxinitrito de modificar las lipoproteinas de baja densidad puede iniciar sefiales
celulares de inflamacion, mitosis o acumulacién de colesterol, resultando de esta
forma en ateroesclerosis. En el organismo sin embargo, no existen enzimas
antioxidantes endégenas que puedan eliminar el peroxinitrito (Li et al., 2003; Virag
et al. 2003; Shin et al., 2005).

La inflamacion crénica puede ser el motor que impulsa muchas de las mas temidas
enfermedades de los ancianos. Puede estar entre los causantes de la degeneracion
cardiaca y de la desestabilizacién de la placa de ateroma, llevando al infarto
cardiaco y los accidentes cerebrovasculares. Destruye las neuronas en el cerebro
de las victimas del Alzheimer y facilita el desarrollo y progresiéon del cancer. Se
puede resumir que la inflamacion crénica promueve el desarrollo y progresién de
las enfermedades degenerativas puesto que: 1) impide la funciéon endotelial y el
revestimiento vascular; 2) incrementa la activacion de las plaquetas y la formacion
de coagulos; 3) agota los antioxidantes intrinsicos; 4) genera radicales libres y
amplifica el estrés oxidativo; 5) dificulta la cicatrizacién de las heridas y la
reparacion de los tejidos; 6) promueve el envejecimiento celular y la muerte
prematura de las células; 7) suprime o amplifica la respuesta inmune (Kanwar et al.;
2009).

La regulacién de la iNOS resulta muy estricta durante la transcripcién y a nivel post-
transcripcional. Ambos tipos de mecanismos son los medios mas importantes de
regulacion de la expresién de la iNOS. Las vias que llevan a la induccién de la
expresion de la iNOS varian dependiendo de la célula y de la especie. La activacion
de los factores de transcripcion NF-kB y STAT-1a y en consecuencia la activacion
del promotor de la iINOS parece ser esencial para la induccién de la iNOS en la
mayoria de las células humanas. Se ha visto que las secuencias de las regiones
que flanquean el extremo 5 (secuencias promotoras) de los genes que codifican la
iINOS en mamiferos, presentan homologias en los sitios de unién a muchos factores
de transcripciéon. Después de la induccién, la INOS produce NO en forma continua
hasta que la enzima es degradada (Pautz et al.; 2010).

Las grandes cantidades de NO producido por la iINOS pueden tener efectos
beneficiosos desde el punto de vista microbicida, antiviral, antiparasitario y
antitumoral. En contraste, la induccién aberrante de iINOS podria tener
consecuencias deletéreas y como hemos visto antes, esta involucrada en la
patofisiologia de multiples enfermedades humanas como el asma, la artritis, la
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esclerosis multiple, la colitis, la psoriasis, enfermedades neurodegenerativas, el
desarrollo de tumores, el rechazo de los transplantes o el shock séptico. A la vista
de esta multitud de efectos y funciones es muy clara la importancia de la
comprension de los mecanismos que regulan la produccion del NO por la iINOS
(Lechner et al.; 2005). En contraste con la nNOS y la eNOS, la regulacién de la
actividad de la enzima es inusual para la iINOS. Sin embargo, puesto que la
actividad de la iINOS depende de la accesibilidad a la arginina, la regulacion del
transporte de arginina o el consumo de la arginina por otras vias metabdlicas se ha
demostrado que regula la actividad de la enzima iNOS (Mori, 2007). Adicionalmente
se han identificado algunas proteinas que interaccionan con la iNOS y regulan su
actividad. Por ejemplo, en las células del tejido muscular liso vascular de ratas, la
iINOS se ha encontrado que interactua con la protein quinasa |l dependiente de
calcio/calmodulina (CaMKII). Todos los tratamietos que afectan de forma crénica la
actividad de la CaMKIl o su expresion, inhiben en forma significativa la actividad
especifica de la INOS después de una induccién con citocinas. También la proteina
de shock térmico 90 (hsp90) ha sido descrita como una activador alostérico de la
iINOS en experimentos donde se emplearon células HEK 293 humanas,
trascientemente transfectadas con plasmidos de expresion para iINOS y hsp90
(Yoshida & Xia, 2003; Jones et al., 2007; Pautz et al., 2010).

El factor nuclear kB (NF-kB) constituye una familia de factores de transcripcion
eucariotas que participan en la regulacion de varios genes celulares involucrados
en el procesamiento inmediato y temprano de la respuesta inflamatoria y la
respuesta inflamatoria aguda, asi como genes involucrados en la supervivencia
celular. A partir de la activacion, el heterodimero de NF-kB es rapidamente
trasladado al nucleo, donde activa la transcripcién de los genes diana. Estos,
incluyen a varias citocinas inflamatorias, los genes que codifican a la COX-2, la
iINOS, inmunoreceptores, moléculas de adhesion celular y genes antiapoptéticos
(Lee et al., 2006). NF-kB parece ser un punto importante, central y comun lo mismo
para los activadores que para los inhibidores de la expresion de la iINOS. Los LPS,
la IL-1B, el TNF-a y el estrés oxidativo inducen la expresion de la iINOS en
diferentes tipos celulares mediante la activacion de NF-kB. También la inhibicion de
la expresion de iINOS por numerosos agentes, tales como los glucocorticoides,
TGF-B1 y sustancias antioxidantes sucede debido a la inhibicion de la activacion de
NF-kB. Esta inhibicion puede resultar de la captura directa de NF-kB por las
interacciones proteina-proteina, el bloqueo de la translocacion nuclear de NF-kB, la
inhibicion de la actividad de trans-activacion de NF-kB o de la estimulacién de la
expresion de I-kB, el inhibidor especifico de NF-kB (Feng et al., 2002; Pascual &
Glass, 2006).

La inhibicion de la generacion de NO es potencialmente beneficiosa en
enfermedades tan diversas como la migrafa y el shock séptico. Los estudios en
humanos han mostrado que los inhibidores no selectivos de las diversas isoformas
de NOS revierten el colapso vascular en los pacientes durante el shock séptico y
reducen el dolor de cabeza cuando son suministrados en gran cantidad (Ashina et
al.,, 1999). Sin embargo, es una opinidn generalizada que una selectividad de
isoformas es necesaria si se quisiera lograr un eficacia terapéutica con un margen
razonable de seguridad. Ciertamente, un estudio sobre el shock séptico, mostrd que
mientras que los parametros hemodinamicos mejoraron al utilizar inhibidores, la
inhibicion de las NOS provocé un incrementd de la mortalidad. El interés se centra
en lograr la inhibicién de la iINOS sin afectar a la eNOS (Kanwar et al., 2009). Los
inhibidores mas conocidos y mejor estudiados de las NOS derivan en su mayor
parte del sustrato natural de esta enzima, el aminoacido L-arginina. Entre ellos se
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puede mencionar la NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) (Villanueva & Giulivi,

2010).

5.1.2 Actividad de los aceites esenciales sobre la produccién de NO

La gran mayoria de los ensayos que buscan determinar la influencia de los aceites
esenciales sobre la produccion de NO han sido realizados in vitro con distintos tipos
de macréfagos estimulados por LPS o alguna otra sustancia que desencadena la
respuesta inflamatoria aguda. En la Tabla 5.1 se realiza una revision bibliografica
de la actividad de los aceites esenciales o sus constituyentes sobre la produccion
de NO in vitro. La Tabla 5.2 resefa los estudios in vivo. Ambas tablas incluyen
solamente los trabajos que se refieren a los aceites esenciales investigados en la
presente tesis 0 a sus componentes. Se observa que el nimero de aceites
esenciales investigados es limitado, especialmente in vivo, y que predominan los
estudios sobre sus constituyentes.

Tabla 5.1. Revisioén bibliografica de la actividad sobre la produccion de NO en ensayos in
vitro descrita para los aceites esenciales investigados en la presente tesis.

Aceite esencial

Ensayo Resultados Referencia

o compuesto

Alcanfor Ensayo con macréfagos murinos RAW  1C5,>200 pg/mL Tung et al,
264,7 estimulados con LPS. Se 2010
determina NO por Griess.

Ensayo con macréfagos murinos RAW No tuvo actividad el alcanfor. Choi et al,
264.7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.

Borneol Ensayo con neuronas del cortex cerebral Disminuy6 significativamente la Liu et al.,
sometidas a privacion de oxigeno. Se produccion de NO y la 2011
determina NO por Griess e iNOS por induccién de iINOS después de
inmunoblotting. la privacién de oxigeno.

Ensayo con macréfagos murinos RAW 1Csp= 163,8 pg/mL Choi et al.,
264.7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.

Bornilo, acetato  Ensayo vifro con macréfagos murinos 1Cs>200 pg/mL Tung et al,

de RAW 264,7 estimulados con LPS. Se 2010
determina NO por Griess.

Ensayo con macréfagos murinos RAW A 10 pg/mL la inhibicién fue del Tung et al.,
264.7 estimulados con LPS. Se 45,7%. 2008
determina NO por Griess.

Canfeno Experimento con macréfagos de ratas. El canfeno inhibié  Tiwari &
Las células fueron sometidas a stress significativamente la produccion Kakkar, 2009
oxidativo con ter-butil-hidroperoxido. Se de NO.
determiné NO por Griess

B-Cariofileno Ensayo con macréfagos murinos RAW A 10 pg/mL la inhibiciéon de la Tung et al.,
264.7 estimulados con LPS. Se produccion de NO fue del 2008
determina NO por Griess. 50,9%.

Cariofileno, Ensayo con macréfagos murinos RAW  ICs= 43,2 ug/mL Tung et al,

oxido de 264,7 estimulados con LPS. Se 2010
determina NO por Griess.

Ensayo con macréfagos murinos RAW A la concentracion de 10 ug/mL  Tung et al.,
264.7 estimulados con LPS. Se se produj6é una inhibicion de la 2008
determina NO por Griess. produccion de NO del 54,0%.

Ensayo con macroéfagos peritoneales de  1Csp > 22,2 pg/mL Matsuda et
ratbn  estimulados con LPS. Se al., 2001
determina NO por Griess.

Carvacrol Ensayos de eliminacion de NO en Se redujo significativamente la Kavoosi et

macréfagos murinos estimulados con
LPS. Se determina actividad de NOS y
produccion y eliminacion de NO.
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Ensayo con macréfagos peritoneales

murinos estimulados con LPS. Se
determina NO por Griess.
Ensayo con monocitos humanos

estimulados con PMA. Se determina NO
y la actividad de la NOS.

Ensayo con macréfagos
porcinos estimulados con
determina NO por Griess.

alveolares
LPS. Se

Ensayo con macréfagos murinos RAW
264,7 estimulados con LPS. Se
determina el NO por Griess.

Ensayo de captacion de radicales NO
con empleo de nitroprusiato de sodio y
reactivo de Griess.

Ensayo con macréfagos murinos RAW
264.7 estimulados con LPS e IFN-y. Se
determina NO por Griess.

A 1,10 y 100 yg/mL se redujo
significativamente NO.

Redujo significativamente la
produccion de NO vy la actividad
de laNOS a 0,1 pg/mL.

Estimulé la produccion de IL-18
por si mismo pero inhibid la
produccion de IL-1B y NO en
macrofagos estimulados.

A 25 pM la inhibicion (%) de NO
fue: carvacrol (3,8 pg/mL)
(35,1%).

Captd el radical NO de forma
dosis dependiente (1 pg/mL - 1
mg/mL).

Inhibicion de la produccion de
NO (ICso en pg/mL): carvacrol
(173,1)

Guimaraes et
al., 2012

Kavoosi &
Teixeira da

Silva, 2012
Liu et al,
2012b

Bourgou et
al., 2010

Guimaraes et
al., 2010

Choi
2004

et al.,

p-Cimeno Ensayos con macrofagos murinos No tuvo actividad. Kavoosi et
estimulados con LPS. Se determina NO al., 2012
y la actividad de NOS.

Ensayo con monocitos humanos ElI p-cimeno no manifesté Kavoosi &
estimulados con PMA. Se determina actividad a esa concentracion. Teixeira da
produccion de NO y actividad de la NOS. Silva, 2012
Ensayo con macréfagos murinos RAW A 25 pM la inhibicién fue 3,4 Bourgou et
264,7 estimulados con LPS. Se pg/mL, L-NAME (control  al., 2010
determina el NO por Griess. positivo) a 250 pM (67,4 ug/ml)

inhibicién del 45,7%.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Inhibié la producciéon de NO. Choi et al.,
264.7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.

Cineol Ensayo con macréfagos murinos RAW 1Cs, =150,3 pg/mL Choi et al,
264,7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.

Citral Ensayo de relajacion de anillos de aorta Produjo relajacion significativay Lopes
procedente de ratas. Se utilizé L-NAME su efecto disminuyd en Pereira et al.,
para estudiar implicacion de mecanismo  presencia de L-NAME, un 2013
ligado a NO. inhibidor de al enzima NOS.

Ensayo con macréfagos murinos RAW 1C5=149,6 pupg/mL de la Choi et al,
264.7 estimulados con LPS e IFN-y. Se inhibicion 2004
determina NO por Griess.

Citronelol Ensayo con macréfagos murinos RAW 1Cs =170,1 pg/mL Choi et al.,
264,7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.

Citrus limon No se indica No se indica el efecto del aceite Aazza et al.,

esencial 2014

Cymbopogon Ensayo de captacion de radicales NO ICso= 56,9 pg/mL. Tsai et al.,

martinii con empleo de nitroprusiato de sodio y 2011
reactivo de Griess.

B-Elemeno Ensayo con macroéfagos peritoneales de A una concentracion de 20,4 Lim et al.,
rata estimulados con LPS. Se determina pg/mL la produccion de NO se 2002
NO por Griess. inhibié significativamente.

Eucaliptol Ensayo con macréfagos peritoneales El tratamiento con eucaliptol Trinh et al,
murinos estimulados con LPS. Se inhibid significativamente la 2011

determina iINOS y NF-kB por western
blot.

expresion de iNOS y NF-kB.

Eugenia uniflora

Ensayo con macréfagos peritoneales
murinos no estimulados y estimulados
por Leishmania amazonensis. Se
determina NO por Griess.

En macrofagos no estimulados
hubo inhibicién de NO a 100 y
50 pg/mL. No hubo efecto a 125,
12.5, 6.25 y 3.12 pg/mL. En
macrofagos estimulados no
hubo cambios significativos en
ningun tratamiento.

da Franca
Rodrigues et
al., 2013
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Eugenol Ensayo con macrofagos peritoneales En macréfagos no estimulados Dibazar et
murinos estimulados y no estimulados aumenté NO entre 0,001 y 1 al., 2014
con LPS. Se determina NO por Griess. pg/mL y disminuyd entre 10 y
100 pg/mL. En macréfagos
estimulados disminuyé NO a
todas las  concentraciones
ensayadas (0,001-1000 pg/mL).
Ensayo con macrofagos alveolares El eugenol inhibié la produccién Liu et al,
porcinos estimulados con LPS. Se de IL-1B y NO en los 2012b
determina NO por Griess. macrofagos estimulados con
LPS.
Ensayo con macrofagos peritoneales El eugenol inhibi6 Chaurasia &
murinos estimulados con LPS. Se significativamente la producciéon Tripathi,
determina NO por Griess. de NO. 2011
No se indica. El NO manifest6 capacidad de Jung et al.,
captar el radical NO. 2011
Ensayo con macréfagos murinos RAW El eugenol inhibié la expresién Yeh et al.,
264,7 estimulados con LPS. Se de iNOS. También inhibié los 2011
determina expresion de iNOS. factores de transcripcion NF-kB
y AP-1.
Ensayo con macrofagos peritoneales Redujo significativamente la Kar
aislados de ratones. Se estimuld la toxicidad causada por Ila Mahapatra et
oxidacién toxica con nicotina (10 mM). nicotina, restaurando los al., 2009
Se determiné NO por Griess. valores normales de NO.
Ensayo con macréfagos murinos RAW A la concentracién de 10 uyg/mL  Tung et al.,
264.7 estimulados con LPS. Se lainhibicién fue del 46,2%. 2008
determina NO por Griess.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Inhibicion del NO de 19,5% a Choi et al,
264.7 estimulados con LPS. Se 16,4 ug/mLy de 49,7% a 1000 2007
determina NO por Griess, la expresion pM (164,2 pg/mL). Inhibe la
de INOS por RT-PCR y la expresién de expresion de iNOS a 10 y 100
factores de transcripcion por western pM. Inhibe la expresion de NF-
blot. kB, I-kBa, ERK1/2, y la cinasa
p38.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Viabilidad >90% hasta 65,7 Lietal., 2006
264.7 estimulados con LPS. Se pg/mL; ICs= 16,4 pg/mL.
determina NO por Griess. Se determina Inhibicion de la iNOS dosis
la expresion de iINOS por western blot. dependiente.
Ensayo con macréfagos murinos RAW 1C5 = 160,2 pg/mL Choi et al.,
264.7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Poca actividad. Se obtuvieron Lee et al,
264,7 estimulados con LPS. Se resultados similares con el 2002
determina NO por Griess. iNOS.
iso-Eugenol Ensayo con macréfagos murinos RAW Inhibié la produccién de NO yla Huang et al.,
264,7 estimulados con LPS. Se induccién de iNOS en modo 2011
determina NO por Griess e iINOS por dosis-dependiente.
inmunoblotting.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Inhibe produccion de NO en Choi et al,
264.7 estimulados con LPS. Se 78,3% a 16,4 uyg/mLy 72,6% a 2007
determina NO por Griess, expresion de 164,2 yg/mL. Inhibe expression
iNOS por RT-PCR y expresién de los de iNOS a 10 y 100 puM. Inhibe
factores de transcripcion por western la expresion de NF-kB, I-kBa,
blot. ERK1/2, y la cinasa p38.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Viabilidad >90% hasta 8,2 Lietal., 2006
264,7 estimulados con LPS. Se pg/mL; ICs 1,6 pg/mL. iNOS
determina NO por Griess y la expresiéon fue inhibida en modo dosis
de iNOS por western blot. dependiente.
metil-Eugenol Ensayo con células gliales de ratas A 10 pM (1,78 pg/mL) produjo Choi et al,
estimuladas con LPS. Se determina el una inhibicion de la produccion 2010
NO por Griess y la expresion de la iNOS de NO y la expresion de la
por PCR. iNOS.
Geranilo, Ensayo con macréfagos murinos RAW El acetato de geranilo no tuvo Lee et al,
acetato de 264,7 estimulados con LPS. Se efecto significativo sobre la 2009

determiné la ftranscripcion de iINOS

mediante RT-PCR.

transcripcion de iNOS.
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Geraniol Ensayo con células gliales de ratas A 2,0 pg/mL no produjo Elmann et

estimuladas con LPS. NO por Griess. cambios en la produccion de al., 2010

NO.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Inhibié significativamente NO a Marcuzzi et
264,7 estimulados con LPS 'y 3,9;7,7y154 pyg/mL. al., 2010
alendronato. Se determina NO por
Griess.
Ensayo con macréfagos murinos RAW Inhibi6 NO en modo dosis- Su et al,
264,7 estimulados con LPS. Se dependiente. Disminuyé la 2010
determina NO por Griess y iINOS por expresion de iNOS.
western blot.
Ensayo con macréfagos de ratas con El geraniol inhibié  Tiwari &
stress oxidativo por ter-butil-  significativamente la produccién Kakkar, 2009
hidroperéxido. NO por Griess de NO.
Ensayo con macréfagos murinos RAW No tuvo actividad el geraniol. Choi et al.,
264,7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.

E-2-Hexenal Ensayo con macréfagos murinos RAW ICs =28,6 pg/mL Choi et al,
264,7 estimulados con LPS e IFN-y. Se 2004
determina NO por Griess.

Limoneno Ensayo con macréfagos murinos RAW ICsp= 70,1 pg/mL Conforti et
264,7 estimulados con LPS. Se al., 2010
determina el NO por Griess.

Ensayo con linfoma de «células T lincrementos en la produccion Manuele et
murinas. Células no estimuladas. Se de NO y de expresién de la al, 2010
determina el NO por Griess y la iNOS por iNOS.

western blot.

Ensayo con macréfagos murinos RAW El tratamiendo del 0,04% redujo Yoon et al.,
264,7 estimulados con LPS. Se la produccion de NO y la 2010
determina el NO por Griess e iINOS por expresion de la iNOS.

western blot.

Ensayo con macréfagos murinos RAW El limoneno no tuvo efecto Lee et al,
264.7 estimulados con LPS. Se significativo sobre la 2009
determind la transcripcion de iNOS por transcripcion de iNOS.

RT-PCR.

Ensayo con macréfagos aislados a partir  Incrementé NO en los Del Toro-
de ratones con tumor y ratones macréfagos contumory notuvo Arreola et al.,
normales. efecto en los normales. 2005

Linalol Ensayo con macrofagos murinos RAW A 25 o 50 pg/mL se redujeron Maeda et al.,
264,7 estimulados con LPS. Se significativamente la produccion 2013
determina NO, iNOS IL-6 y TNF-a. de NO y la expresion de iNOS,

IL-6 y TNF-a.

Ensayo con monocitos humanos El linalol no manifesté actividad. Kavoosi &
estimulados con PMA. Se determina NO Teixeira da
y actividad de la NOS. Silva, 2012
Ensayo con células gliales de ratas La concentracion de 2,5 pyg/mL Elmann et
estimuladas con LPS. Se determina el de linalol no provocé cambios al., 2010
NO por Griess. en la produccion de NO.
Ensayo con macréfagos murinos RAW linalol IC5,>200 pg/mL Tung et al,
264,7 estimulados con LPS. Se 2010
determina NO por Griess.
Ensayo con macréfagos J774.A1 El linalol inhibio la produccion Peana et al.,
estimulados con LPS. Se determina NO de NO en modo dosis 2006
por Griess y la expresion de la iNOS por dependiente. La expresion de
western blot. iNOS no se modifico.

Mirceno Ensayo de captacion de radicales NOy A 0,32; 0,64 y 1,25 pL/mL se Valente et

ensayo in vitro con macréfagos murinos
RAW 264,7 estimulados con LPS. Se
determina NO por Griess.

Ensayo con macrofagos peritoneales de
rata estimulados con LPS. Se determina
NO por Griess.

redujeron significativamente la
produccion de NO y captaron
significativamente los radicales
NO presentes.

Se inhibié significativamente la
produccion de NO a |la
concentracién de 13,6 pg/mL.

al., 2013b

Lim et al,
2002
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B-Pineno Ensayo con macréfagos murinos RAW A 25 uyM (3,5 pg/mL) la Bourgou et
264,7 estimulados con LPS. Se inhibicion fue del 33,8%. al., 2010
determina el NO por Griess.

Sabineno Ensayo de captacion de radicales NOy A 0,64 y 0,32 yL/mL se Valente et
ensayo in vitro con macréfagos murinos redujeron significativamente la al., 2013a
RAW 264,7 estimulados con LPS. Se cantidad de radicales NO y la
determina NO por Griess. produccion de NO.

Ensayo de captacion de NO y con A 0,32; 0,64 y 1,25 pyL/mL se Valente et
macréfagos  murinos RAW  264,7 redujo NO y captaron al., 2013b
estimulados con LPS. NO por Griess. significativamente los radicales

NO presentes.
Ensayo con macréfagos murinos RAW 1Cs= 189,3 pg/mL Conforti et
264,7 estimulados con LPS. NO por al., 2010
Griess.

Terpinen-4-ol Ensayo con macréfagos murinos RAW A 25 uM (3,9 pg/m) la inhibicion Bourgou et
264,7 estimulados con LPS. Se fue de 20,8% y para el L-NAME al., 2010
determina el NO por Griess. (control positivo) a 250 uM

(67,4 pg/ml) del 45,7%.

a-Terpineno Ensayo con macrofagos peritoneales de La produccion de NO fue Lim et al.,
rata estimulados con LPS. Se determina inhibida por una concentracion 2002.

NO por Griess. de 13,6 pg/mL de a-terpineno.

y-Terpineno Ensayo con monocitos humanos El vy-terpineno no manifesté Kavoosi &
estimulados con PMA. Se determina actividad a esa concentracion. Teixeira da
produccion de NO y actividad de la NOS. Silva, 2012
Ensayo con macréfagos murinos RAW Con tratamiento de 25 yM (3,4 Bourgou et
264,7 estimulados con LPS. Se pg/mL)fue del 28,5%. al., 2010
determina el NO por Griess.

a-Terpineol Ensayo con macréfagos peritoneales El tratamiento con o-terpineol Trinh et al.,
murinos estimulados con LPS. Se inhibié significativamente la 2011
determina iNOS y NF-kB por western expresion de iNOS y NF-kB.
blot.

Ensayo con células endoteliales de EI a-terpineol provocéd ligero Ribeiro et al.,
conejo no estimuladas. NO determinado aumento de la produccién de 2010

por citometria de flujo. NO.

Ensayo con macréfagos murinos RAW A 10 pg/mL la inhibicién fue del Tung et al.,
264.7 estimulados con LPS. Se 38,1%. 2008
determina NO por Griess.

Timol Ensayo con macrofagos peritoneales Los tratamientos de 10, 20y 40 Liang et al.,
murinos estimulados con LPS. Se pg/mL resultaron en una 2014

determina iINOS y COX-2 por western
blot.

Ensayos macrofagos murinos
estimulados con LPS. Se determina
eliminaciéon del radical NO, produccion
de NO y actividad de NOS.

Ensayo con monocitos  humanos
estimulados con PMA. Se determinan
NO y NOS.

Ensayo con PMN humanos estimulados
con fMLP y PMA. Se determina NO por
luminol y se afade L-argina como
donador de NO.

Ensayo con compuesto generador de
NO. Ensayo in vitro con macréfagos
murinos RAW 264.7 estimulados con
LPS. Se determiné el NO por Griess y la
expresion de iNOS por PCR-RT.

reduccion significativa de iNOS
y COX-2.

Se redujo NO vy la actividad de
la NOS sintasa a 100 ng/mL.
ICso de eliminacion de NO fue
4,7 pg/mL

Se redujo significativamente la
produccion de NO vy la actividad
de la NO sintasa a 0,1 pg/mL.

Inhibicion dosis dependiente de
los picos de luminiscencia (NO).
Menor concentracion activa es
2,73 pg/mL y la mas activa
examinada es 21,87 pg/mL.

Eliminado el NO generado en
forma moderada. Produccion de
NO por macréfagos inhibida
débilmente. Expresion de la
iNOS no se modificé.

Kavoosi et
al., 2012

Kavoosi &
Teixeira da
Silva, 2012

Braga et al,
2006

Ogiwara,
2005
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Tabla 5.2. Revision bibliografica de la actividad sobre la produccion de NO en ensayos in
vivo descrita para los aceites esenciales investigados en la presente tesis.

Aceite esencial Ensayo Resultados Referencia

o compuesto

Anetol Ensayo con ratones con dafio agudo A 125 y 250 mg/kg se redujo Kang etal.,
del pulmén inducido por LPS. Se significativamente la produccion de 2013
determina la produccion de NO. NO. A 625 y 500 mg/kg no
Pretratamiento de 62,5; 125; 250 y 500 produjeron cambios significativos.
mg/kg.

Canfeno + Ensayo con ratas con hepatoxicidad Las RNS y la iINOS se redujeron Singh et

geraniol provocada. Se determina iNOS por RT- significativamente con tratamiento de al., 2012
PCR y RNS por citometria de flujo. canfeno/geraniol (1:1 v/v).

B-Cariofileno Ensayo con ratones con edema Inhibid significativamente la Fernandez
provocado en la pata. Se determina la expresion de la iINOS. et al., 2007
expresion de la iINOS por western blot.

Carvacrol Ensayo con ratas con hepatotoxicidad EIl tratamiento con carvacrol inhibié Aristatile et
inducida. Se determind expresion de significativamente la expresion de la  al., 2013
iNOS por Western blot. iNOS.

Ensayo con truchas con dieta Después de 8 semanas en las Giannenas
suplementada en carvacrol. Se truchas suplementadas con carvacrol et al., 2012
determiné el NO en sangre por Griess.  aumento la produccién de NO.

1,8-Cineol Ensayo con ratas a las que se Eltratamiento de 1 mg/kg provocé un Moon et
administré simultdneamente nicotina (3 aumento significativo de nitrito en al., 2014
mg/kg) y 1,8-cineol. sangre respecto al control.

Ensayo con ratones con infeccion Después de 4 dias de tratamiento se Trinh et al.,
vaginal de Candida albicans. La iNOS inhibio significativamente la 2011
se determiné por western blot. expresion de iNOS.

Eugenol Ensayo in vivo con ratas con Eleugenol disminuyd la acumulacion Fouad &

cardiotoxicidad provocada. de NO en el tejido cardiaco. Yacoubi,

2011
Ensayo con ratones con tumor El tratamiento  con eugenol Kaur et al.,
provocado en la piel. Se determiné la disminuyé  significativamente la 2010
expresioén de la iINOS por western blot. expresion de la iINOS.

a-Humuleno Ensayo con ratones con edema Inhibid significativamente la Fernandez
provocado en la pata. Se determina la expresion de la iINOS. et al., 2007
expresion de la iINOS por western blot.

Limoneno Ensayo con ratas con estrés oxidativo Los tratamientos con limoneno Rehman et
inducido por doxorubicin. Alimentacion redujeron significativamente iNOS, al., 2014
suplementada al 5 y al 10% por 20 NO, NFkB y COX-2
dias.

Ensayo en ratones con pleuritis Los tratamientos con limoneno Souza et
inducida por LPS. Se determina la inhibieron  significativamente la al., 2003
produccién de NO. produccion de NO.

Mirceno Ensayo en ratones con pleuritis Los tratamientos con mirceno Souza et
inducida por LPS. Se determina la inhibieron significativamente  la al., 2003
produccion de NO. produccion de NO.

Rosmarinus Ensayo con codornices alimentadas La dieta suplementada a razén de Bulbul et

officinalis con pienso suplementado. Se 140 mg/kg mantuvo los nivels de NO al., 2012
determiné el NO en sangre por Griess.  del grupo control.

Syzygium Ensayo con larvas de Spodoptera EIl tratamiento provocd un aumento Cruz et al.,

aromaticum frugiperda con dietas suplementadas a significativo a ambas 2014
razon de 30 y 50 mg/L. Se determiné el concentraciones pero mucho mayor
NO en la hemolinfa por Griess. a 30 mg/L.

a-Terpineol Ensayo con ratones con infeccion Después de 4 dias de tratamiento se Trinh et al.,
vaginal de Candida albicans. La iINOS inhibio significativamente la 2011
se determiné por western blot. expresion de iNOS.

Timol Ensayo con truchas arcoiris Después de 8 semanas en las Giannenas
alimentadas con dietas suplementadas truchas suplementadas con timol se etal., 2012

con timol. Se determiné el NO en

sangre por Griess.

mantuvo igual al control la

produccion de NO.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Fundamento

Las concentraciones de NO fueron medidas empleando la reaccion de Griess. En
esta reaccion se detecta el anién nitrito (NO) pues el radical NO posee una vida
media muy corta, lo que lo hace muy dificili de detectar. La medicién es
colorimétrica (540 nm) e involucra la formacién de un cromoéforo mediante la
diazotacion de la sulfanilamida con acido nitroso, seguida de una copulaciéon con
una amina biciclica (Green et al., 1982; Griess 1879).

La determinacion de la actividad sobre la produccién de NO de las muestras bajo
estudio en leucocitos humanos se realizé siguiendo la metodologia descrita por
Carreras et al. (1994). Este procedimiento sufrié ligeras modificaciones pues en
lugar de emplear el forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) como estimulante de la
produccion de NO se utilizaron lipopolisacaridos bacterianos (LPS). Ademas, se
afiadié L-arginina al medio de reaccién que actué como fuente de NO. El acetato de
NG-metil-L-arginina (L-NMMA), un reconocido inhibidor de la enzima 6xido nitrico
sintasa, fue empleado como control positivo.

5.2.2 Preparacion de las muestras de aceites esenciales

Se tomaron 10 yL de cada aceite esencial que se afiadieron a un eppendorf de 1,5
mL previamente tarado. Se determind su masa en balanza analitica. Se completé el
volumen hasta 1mL con solucién de Hanks con NaHCO; y sin fenol red. Esta
solucion habia sido previamente suplementada con un 10% de DMSO y 1,5% del
emulgente alimentario E-484 con el fin de facilitar la solubilidad de los aceites
esenciales. Los aditivos o solventes empleados fueron ensayados previamente para
descartar que presentaran algun tipo de actividad por si mismos. Se sometid la
mezcla a vortex durante 2 minutos que fueron seguidos de 5 minutos en el equipo
de ultrasonido. Se obtuvo una emulsion del aceite esencial, designada como
solucién madre. A partir de la solucién madre se realizaron una serie de diluciones
empleando como solvente a la solucién de Hanks con los cationes Ca?* y Mg?*. Las
diluciones fueron secuenciales: (solucién madre)— /10— %— %— Y% Voo Voo
Yo Vo 110 — 10. Al afiadir el tratamiento a la placa ocurre una dilucion 1,0 de las
concentraciones que se encuentran en el eppendorf. Fueron ensayadas todas las
soluciones excepto la solucién madre y la solucién inicial '/1o (9 en total).

5.2.3 Material

- Reactivo de Griess modificado [Sigma, referencia: G4410].

- L-arginina [Sigma, referencia: W381918].

- Lipopolisacaridos bacterianos (LPS) de E. coli 0127:B8 [Sigma, referencia:
L3129].

- Nitrito de sodio (NaNO,) [Sigma, referencia: S2252].

- Acetato de N®-metil-L-arginina (L-NMMA) [Sigma, referencia: M7033].

- Etilendiamina tetraacetato de sodio dihidratado (EDTA-Na, *H,0). [Sigma,
referencia: E6511].

- Cloruro de amonio (NH,CI). [Sigma, referencia: A9434].

- Bicarbonato de potasio (KHCQO3). [Sigma, referencia: P9144]

- Dimetil-sulféxido (DMSO) [Sigma, referencia: D1435].

- Solucién salina de Hanks modificada, mas cationes Ca** y Mg®* (HBSS).
[Sigma, referencia: H8264].

- Solucién salina de Hanks modificada, sin los cationes Ca** y Mg?* (HBSS)
[Sigma, referencia: H6648].
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- Ricinoleato de gliceril-polietilenglicol (E484) [suministrado por Lidervet, S.L.].

- Microtubo tipo eppendorf 1,5 mL tapa plana [Rubilabor, referencia:
711.1500].

- Tubos plasticos de 50 mL sin faldén [Rubilabor, referencia: 644.2050].

- Tubos plasticos de 15 mL [Rubilabor, referencia: 644.2015].

- Placa microtiter 96 pocillos, fondo plano. [Rubilabor, referencia: 822.0005].

- Placas microtiter 96 pocillos, fondo U. [Rubilabor, referencia: 822.0001].

- Puntas de pipeta de 200 pL [Rubilabor, referencia: 16-2001].

- Punta de pipeta de 10 mL [Rubilabor, referencia: 511.0002].

- Punta de pipeta 100-1000 uL [Rubilabor, referencia: 015/162222].

- Buffy coats procedentes del Banc de Sang i Teixits de Catalunya.

- Espectrofotémetro para lectura de placas a 540 nm. [Microplate
spectrophotometer, Benchmark Plus, BIORAD. Pais USA, 2004].

5.2.4 Solucion de hemdlisis

Se prepara una soluciéon madre (x10) que se conserva a 4 °C y que esta compuesta
por: NH4CI (8,99 g); KHCO; (1,0 g); EDTA-Na, (0,037 g); H,O MilliQ c.s.p. 100 mL.
Esta solucién madre se diluye 1:10 (v/v) en el mismo momento de uso. Con esta
técnica se busca una acumulacion de NH,4CIl en el interior de los eritrocitos. Se
produce un aumento en la presiéon osmética de los eritrocitos y como consecuencia
la ruptura de la membrana celular (Bossuyt et al.; 1997).

5.2.5 Seleccion del tampén

Durante la manipulacién de las células es necesario prevenir su agrupacién, un
fendmeno que se facilita en presencia de los cationes Ca** y Mg®*. En cambio, para
el ensayo funcional activo, se prefiere el tampon HBSS mas cationes Ca?* y Mg**.

5.2.6 Obtencion de la suspension de leucocitos humanos

Se obtienen los leucocitos a partir de buffy coats provenientes del Banc de Sang i
Teixits de Catalunya. Los buffy coats son la capa amarillenta rica en células blancas
y plaquetas obtenidas por centrifugacion de la sangre procedente de voluntarios
humanos sanos. El procedimiento que se emplea para la obtencion de la
suspension de leucocitos es la hemdlisis (shock hemolitico) mediante el empleo de
una solucién de cloruro amoénico (Bossuyt et al.; 1997).

1. -Se toman 500 pL de sangre total que se depositan en tubos plasticos de 15
mL. Se afiaden 5 mL de solucion de hemdlisis ya diluida.

2. -Tras 3 minutos de lisis, se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm y 4 °C y se
elimina el sobrenadante.

3. -El acumulo de células obtenido se lava con solucion de HBSS sin los
cationes Ca** y Mg®* (5 mL) y se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm.

4. -Tras la centrifugacién se elimina el sobrenadante y el acumulo de células
se resuspende en HBSS sin los cationes Ca®* y Mg** (4 mL).

La suspensidn resultante contiene leucocitos y una cantidad variable de eritrocitos y
restos celulares. Los restos se pueden minimizar con sucesivos lavados y
centrifugaciones. Un incremento en el tiempo de lisis con cloruro amoénico puede
resultar en un aumento de la mortalidad. Las preparaciones celulares se
mantuvieron en hielo hasta su empleo, el cual nunca fue superior a las 2 horas.
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5.2.7 Método operatorio

1. -En una placa de fondo en forma de U se depositan 200 pL de la solucion de
leucocitos humanos.

2. -Se anaden 20 pL de muestra en los distintos grupos de tratamiento. Se
afiaden 20 microlitros de solucién de Hanks con los cationes Ca®* y Mg®* en
los pocillos marcados como grupos control.

3. -Seincuba la placa 10 minutos a 37 °C con agitacion horizontal.

-Se afiaden 20 pL de LPS (3 mg/mL) en todos los pocillos. Se exceptuan los
pocillos marcados como control sin LPS (concentracion en pocillo 300
pg/mL). Se anade L-Arg 200 ug/mL (20 pL de solucién 2 mg/mL) en todos
los pocillos.

-Se incuba durante 1 hora a 37 °C con agitacién horizontal.
-Se centrifuga la placa a 2700 rpm durante 12 minutos.

-Se toman 100 yL del sobrenadante libre de células de cada pocillo y se
traslada a una placa de fondo plano. Posteriormente se afiaden 100 pL del
reactivo de Griess y se incuba durante 15 minutos a temperatura ambiente.

8. -Serealiza la lectura a 540 nm.
9. -Se realiza una curva patréon de NaNO..

5.2.8 Anadlisis de los datos

Las concentraciones de NO se calcularon a partir de una recta patrén de nitrito de
sodio. El sobrenadante de leucocitos no expuestos a LPS se empledé como control
negativo. EI L-NMMA fue utilizado como control positivo. Los resultados fueron
expresados como (%) de inhibicion de la produccién de NO. Este indice fue
calculado a partir del valor de concentracién de NO en el sobrenadante de los
leucocitos estimulados con LPS y tratados con aceites esenciales versus los
valores de concentracion de NO en el sobrenadante de los leucocitos estimulados
con LPS pero que no fueron tratados con los aceites esenciales (0% de inhibicion).

5.2.9 Procesamiento de los resultados y estadistica

Los datos reflejaron las medias * desviacion estandar (DE) de cuatro experimentos
independientes. Las comparaciones entre los diferentes tratamientos con el control
(0 % de inhibicién) para cada muestra se realizaron mediante un andlisis de
varianza (one-way ANOVA) seguido de una prueba de Dunnett (Dunnett’s test).
Como nivel de significacién se tomé una p<0.05. La concentracion inhibitoria 50 %
(ICs0) fue calculada por interpolacion en una curva dosis-respuesta construida
mediante una regresion no linear que seguia un modelo de curva sigmoidea. La
curva reflejaba la inhibicion relativa (%) del NO versus el logaritmo de la
concentracién de las muestras (ug/mL). Para el analisis estadistico se utilizé el
software Graphpad Prism version 5.0 para Windows (San Diego, CA, USA).

5.3 Resultados

La capacidad de inhibir la produccién éxido nitrico por las muestras ensayadas se
resume en la Tabla 5.3. Las equivalencias entre las concentraciones expresadas en
% (v/v) y su valor en ug/mL estan recogidas en la Tabla 5.4.
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Tabla 5.3. Inhibicion de la produccion de NO en leucocitos humanos estimulados.

Inhibicién de la producciéon de NO (%)

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Conc. Arbol del Bormilo + Clavo Limén
%, viIv . isobornilo, Cayeputi Cilantro Clavo Eugenol Enebro Estragéon Jengibre Laurel Limén
(terpenos) (terpenos)
acetatos de
0,00 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+¢0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7,81x107 20427 29+35 1,8£0,8 -0,6+3,3 2,6£3,7 2,2+4,5 0,721 1,7#43,0 1,0¢14 0,0x1,6 -0,140,9 -1,0x4,1 -1,0¢1,5
7,81x10° 51+3,1* 2,8+28 3,8£2,2 3,8#1,9 5,6+3,9 8,2+2,7* 13,3x3,4* 2,6+1,6 1,4+0,8 -1,3x1,7 3,0+1,9 0,5+2,8 2,1+3,6
7,81x10° 6,4+2,8* 7,4+05* 32+24 48+36 58+37 12,2+433* 17,7453* 2,6+0,3 2,9+0,9* 13,0+32* 29+1,5 1,0+41 1,3+18
1,56 x 10* 9,542,6* 9,541,7* 4,4+20* 4,4+31 94+1,0* 23,5+4,0% 23,2+422* 94+1,7* 4,3+0,8* 256+1,7* 12+15 44+14 0,9+34
3,13x 10" 7,4%15* 16,5+1,3* 3,9+17 -1,1#2,8 12,8+3,0* 30,0£5,0* 28,0+2,9* 7,7+1,0* 6,1+1,7* 43,0+2,1* 21+1,9 1,330 1,5+1,1
6,25 x 10" 8,3+1,4* 24,3+34* 32+21 -7,7+3,5* 20,4+2,7* 28,9+1,5* 33,3+0,6 13,7+0,7* 7,9+1,6* 62,9+3,5* 0,6+2,2 072+26 1,3+3,6
1,25x 10° 9,4+1,9* 34,1+1,7* 4,4+42* -156+4,3* 33,5+3,7* 32,7+2,3* 48,3+42* 185+1,8* 87+0,4* 62,0+24* 1,1+19 3,3+35 22+23
2,50 x 10° 7,8+3,2* 46,3+2,0* 4,2+12 -225+1,5* 42,7+2,8* 35,3+3,5* 553+3,2* 39,0+2,0* 10,2+1,9* n/a 22+14 0,7#41 1,6+2,0
5,00x 10° 9,9+2,7* 51,0+0,4* 2,841,7 -30,8+1,4* 53,3+2,5* 42,7+43,8* 59,0+3,8* 44,6+1,4* 27,2+1,5* n/a 29+1,7 2,0£25 2,5+2,6
ICs0 pg/mL 41,947 1 --- 39,816,1 19,0+1,8 - - 4,3+0,4 - -

* Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 5.3. Continuacion.

Inhibicién de la producciéon de NO (%)

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Control positivo

Conc. N Nuez Oré c
%, viIv Niauli YeZ  moscada régano  carvacrol Palmarosa Romero Tomillorojo  Timol onc. L-NMMA
moscada Espariol pg/mL
(terpenos)

0,00 0,0£0,0 0,0%0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,010,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,010,0 0,00 0,040,0
7,81x107 0,942,7 2,3+3,1 -1,714,3 0,3+4,0 2,9+1,1 -2,613,4 2,2+1,1 -1,8+1,3 -0,21+1,8 0,02 0,9+1,2
7,81x10° 3,015 5,1+3,6 -1,915,8  5,4+1,1* 0,7x1,1 2,335 1,0£2,0 -0,4%+1,0 -0,11£2,7 0,20 -0,24+1,3
7,81x10° 24432 3,4+36 0,612,8 6,2+2,0* 4,4+22* -0,4t4,2 2,1+0,9 -0,8+1,7 -3,71,6 1,95 3,3121
1,56 x 10" 3,6+3,5 3,8+2,9 -0,4+3,0 7,3%1,9* 13,6£2,2* 0,5%2,3 2,5+2,6 -1,7£1,9 -1,0£3,3 3,91 10,7£1,7*
3,13x10* 3,0¢1,1 1,8+34 1,3+t2,0 11,6£1,5* 14,7224* 2,1+3,6 0,8+3,2 -1,613,2 -1,412,6 7,81 22,3+2,6*
6,25x 10" 2,4+24 3,8+2,8 -3,5+3,8 19,3%1,4* 22,2+1,9* 0,0£2,3 -3,212,6 -0,1+1,5 -17,2+0,5* 15,63 32,3+2,3*
1,25x10° 3,9+1,6 4,8+3,5 2,0x2,0 30,3x2,2* 33,8%2,0* 1,116 -21,7+1,4* 0,7+0,7 -29,1+0,9* 31,25 43,9+0,8*
2,50x10° 1,441,8 13,8+59* 30432 32,2+1,7* 441+27* 1,8+24 -31,1+14* -0,9+23 -16,7+1,8* 62,50 56,7+1,6*
5,00x10° 2,9+1,3 32,6+3,7* 16,9+1,1* 21,8+1,6* 54,2+2,9* 0,0+2,8 n/a -1,0£1,8 -14,8+1,0* 125,00 77,3x1,6*
ICs0 pg/mL -—- - - - 39,3+6,8 -—- - -—- - ICsopug/mL 38,2414

* Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 5.4. Equivalencias entre las concentraciones expresadas en % (v/v) y las concentraciones expresadas pg/mL.

Equivalencias entre concentraciones en % (v/v) y pg/mL

Concentracion (pg/mL)

Concentracion Bornilo + Cl
(%, viv) Arbol delt¢  isobornilo, Cayeputi Cilantro Clavo avo Eugenol Enebro Estragén Jengibre Laurel
(terpenos)
acetatos de
7,81 x 107 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
7,81x10° 0,08 0,09 0,07 0,07 0,08 0,07 0,09 0,07 0,07 0,07 0,07
7,81 x10° 0,75 0,87 0,73 0,71 0,79 0,71 0,90 0,70 0,73 0,73 0,71
1,56 x 10 1,50 1,75 1,46 1,42 1,58 1,42 1,80 1,40 1,46 1,47 1,43
3,13x 10" 3,00 3,49 2,92 2,85 3,15 2,83 3,60 2,80 2,93 2,94 2,86
6,25 x 10 6,00 6,99 5,84 5,69 6,30 5,67 7,20 5,60 5,85 5,88 5,72
1,25x 10 12,00 13,98 11,69 11,39 12,60 11,34 14,40 11,20 11,70 11,75 11,44
2,50 x 10° 24,00 27,95 23,38 22,78 25,20 22,67 28,80 22,40 23,40 23,50 22,88
5,00 x 10° 48,00 55,90 46,75 45,55 50,40 45,35 57,60 44,80 46,80 47,00 45,75
Limon Nuez Nuez Orégano
Limon Niauli moscada ga Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol
(terpenos) moscada Espafiol
(terpenos)
7,81 x107 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
7,81x10° 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,09
7,81 x10° 0,70 0,68 0,73 0,72 0,69 0,77 0,81 0,75 0,76 0,74 0,87
1,56 x 10 1,41 1,36 1,46 1,45 1,37 1,54 1,63 1,49 1,51 1,47 1,74
3,13x 10" 2,82 2,72 2,92 2,90 2,74 3,07 3,25 2,98 3,03 2,95 3,49
6,25x 10" 5,63 5,44 5,84 5,79 5,48 6,14 6,51 5,97 6,05 5,89 6,97
1,25 x 10 11,26 10,88 11,68 11,59 10,96 12,29 13,01 11,94 12,10 11,79 13,95
2,50 x 10° 22,52 21,75 23,35 23,18 21,92 24,58 26,02 23,88 24,20 23,58 27,90
5,00 x 10° 45,05 43,50 46,70 46,35 43,85 49,15 52,05 47,75 48,40 47,15 55,80
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5.4 Discusion

Los resultados de los ensayos de actividad sobre la produccion de éxido nitrico
estan recogidos en la Tabla 5.3. Un examen de los resultados nos muestra que
solo los aceites esenciales de clavo y jengibre alcanzaron valores de ICs inferiores
a 50 ug/mL (Figura 5.1). El aceite esencial de clavo revel6 una ICso= 39,8 ug/mL, el
cual es un valor analogo al compuesto inhibidor de referencia (L-NMMA, 1C5,= 38,2
pg/mL). Sin embargo, el aceite esencial de jengibre manifesté la actividad mas
intensa (ICso= 4,3 ug/mL), casi 9 veces menor que el compuesto de referencia. Este
resultado destaca la capacidad del aceite esencial de jengibre de prevenir el dafo
celular por exceso de NO. En la literatura cientifica no hemos encontrado hasta
ahora referencias a esta actividad del aceite esencial de jengibre. Sin embargo, la
actividad inhibidora sobre la produccién de NO que poseen otros tipos de extractos
de la raiz de Zingiber officinale ya ha sido investigada con anterioridad (Shen et al.,
2005). También aparecen referencias a la capacidad de inhibir la produccién de NO
en otras plantas de la familia de las zingiberaceas. El aceite esencial procedente del
Zingiber cassumunar Rox fue capaz de inhibir la produccion de NO en
experimentos in vitro con macréfagos estimulados con LPS (Leelarungrayub &
Suttajit, 2009). Por otro lado, el aceite esencial de Curcuma longa Linn inhibio la
produccion de NO en ratas con isquemia cerebral provocada. El aceite esencial de
Curcuma longa Linn, aunque difiere en su composicién de la esencia de jengibre
ensayada por nosotros, comparte varios de sus principales componentes como son
el zingibereno, el B-sesquifelandreno y el B-bisaboleno (Dohare et al., 2008).

80+
3
. . L /
704 — Aceite esencial de jengibre /
. . /
- Aceite esencial de clavo % /
609 == L-NMMA
9
< 504
o
4
T 401
c
0
L 304
2
<
E— 20-
10+
I }
L -
04 T T T T T T
15 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log [pg/mL]

Figura 5.1. Inhibicion (%, mediatDE) de la produccién de NO por el L-NMMA y
los aceites esenciales de jengibre y clavo.

En el aceite esencial de clavo, la actividad inhibidora de la produccion de NO se
puede relacionar en gran medida con su alto contenido de eugenol (81,5%) (Figura
5.2). Este compuesto presentd una ICsp de 19,0 ug/mL. También la fraccion
terpénica del clavo presenté una actividad que resultd ser significativa pero que no
permitié calcular la IC5, para el rango de concentraciones ensayadas. El valor de
ICs0= 16,4 pg/mL que citan Li et al., (2006) para el eugenol en un ensayo in vitro no
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difiere mucho del obtenido en nuestros experimentos. La actividad del eugenol es
probable que se encuentre relacionada con la capacidad de este compuesto de
inhibir la expresién de la INOS en forma dosis-dependiente. Ademas, el eugenol
actua sobre la expresion de otros factores de transcripcion y proteinas implicadas
en la expresién de la iINOS como son el TNF-a, el NF-kB o la IL-1B (Liu et al.,
2012b).
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Figura 5.2. Inhibicion (%, mediatDE) de la produccion de NO por el aceite
esencial de clavo, la fraccion terpénica del clavo y el eugenol.

Los principales componentes del aceite esencial de orégano espariol y del aceite
esencial de tomillo rojo son el carvacrol y el timol respectivamente. Carvacrol y timol
son monoterpenos fendlicos con una estructura que solo se diferencia en la
posicién del grupo hidroxilo en el anillo aromatico. Sin embargo, ambos compuestos
muestran un comportamiento divergente en su efecto sobre la produccion de NO. El
carvacrol fue un inhibidor de la produccion de NO (ICso= 39,3 pg/mL) mientras que
el timol fue ligeramente estimulante de la produccién de NO (14,8% a la
concentracién de 55,8 ug/mL) (Figura 5.3.). En cuanto al aceite esencial de
orégano espafol no se han encontrado reportes previos en la literatura de su
actividad sobre la produccion de NO. En los experimentos realizados en nuestra
investigacion exhibié un efecto inhibidor del 21,8% a la concentracion de 49,15
Mg/mL. Por su parte, el aceite esencial de tomillo rojo se mostré inactivo.

La mezcla de acetato de bornilo y acetato de isobornilo manifestdé una actividad
inhibidora de la produccion de NO (ICs0= 41,9 ug/mL) similar a la del L-NMMA.
Tung et al. (2008) ya habian reportado actividad inhibidora en el acetato de bornilo
que es el principal constituyente de la mezcla (Figura 5.4).

Por primera vez se estudio la actividad de los aceites esenciales de romero y de
cilantro sobre la produccion de NO. Ambos aceites esenciales mostraron una
actividad estimulante sobre la produccion de NO que fue dependiente de la
concentracion y alcanzé aproximadamente un 31% a la concentracion mas alta
ensayada (Figura 5.5). El aceite esencial de cilantro esta constituido en un 74,0 %
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por linalol. De Almeida et al. (2007), en un ensayo in vivo con macréfagos murinos
que fueron pre-tratados con aceite esencial de Ocimum basilicum y después
incubados con Giardia lamblia, describen que la produccion de NO en los
macrofagos infectados aumenté en un 74,0% respecto al control. El aceite esencial
de Ocimum basilicum contiene un 69,33 % de linalol, hecho que lo asemeja en la
cantidad de este compuesto al aceite esencial de cilantro.
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Figura 5.3. Inhibicion (%, mediatDE) de la produccion de NO por los
compuestos eugenol, carvacrol, timol y L-NMMA.
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Figura 5.4. Inhibicion (%, mediatDE) de la produccién de NO por la mezcla de
acetato de bornilo + acetato de isobornilo y L-NMMA.
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Figura 5.5. Inhibicion (%, mediatDE) de la produccion de NO por los aceites
esenciales de romero y cilantro.

Los aceites esenciales de nuez moscada, estragon, y enebro, asi como la fraccion
terpénica de clavo, alcanzaron valores de inhibicién significativos, del 20 al 45% a la
concentracién mas alta ensayada, sin embargo la 1Cs; no pudo ser calculada
(Figura 5.6). Los aceites esenciales de nuez moscada, enebro y estragdn han sido
examinados por primera vez en el presente trabajo. El principal componente del
aceite de estragdbn es el estragol (87,8%), un fenilpropanoide que produce
vasoconstriccion en ratas por via intravenosa en dosis de 5 y 10 mg/kg. Este efecto
que fue reportado por Bezerra de Siqueira et al., (2006) podria estar relacionado
con la inhibiciébn de la NO sintasa pues resulté anulado al realizar un pre-
tratamiento con L-NAME (20 mg/kg). EI L-NAME es un conocido inhibidor de la
NOS. La fraccién terpénica del clavo es rica en el sesquiterpeno hidrocarbonado -
cariofileno (83,0 %), compuesto que ya ha sido reportado con actividad en la
literatura (Tung et al., 2008).

Los aceites esenciales de niauli, arbol del té, laurel, palmarosa y cayeputi, no
modificaron la produccién de NO en los leucocitos humanos estimulados con LPS.
Tampoco hemos podido encontrar referencias sobre ellos en trabajos previos.
Podemos destacar el caso del aceite esencial de palmarosa que esta compuesto en
un 80,3% por el geraniol. Sobre esta sustancia hay algunos reportes donde se
manifiesta caracter inhibidor y otros donde no tiene ningun efecto (Elmann et al.,
2010; Marcuzzi et al., 2010; Su et al., 2010).

En el caso del aceite esencial de limén y su fraccion terpénica no se encontrd
actividad. En ambos casos el limoneno es el componente principal. El limoneno ya
ha sido ensayado con anterioridad para esta actividad en macréfagos de rata,
siendo inactivo a bajas concentraciones (Del Toro-Arreola et al.,, 2005) o
manifestando actividad de inhibidor a concentraciones mas altas del 0,04% (Yoon
etal., 2010).
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Figura 5.6. Inhibicion (%, mediazDE) de la produccién de NO por el L-NMMA y
los aceites esenciales de enebro, nuez moscada y estragén.

A manera de epilogo de lo analizado en este capitulo se puede afirmar que los
aceites esenciales de jengibre y clavo, el eugenol, la mezcla de acetato de bornilo e
isobornilo y el carvacrol fueron las sustancias con mayor actividad inhibidora de la
produccion de NO en leucocitos humanos estimulados con LPS. La ICs
determinada para estas sustancias vario entre 4,3 y 41,9 pg/mL.
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Actividad sobre el sistema del complemento

6.1 Introduccion

6.1.1 Generalidades

El sistema inmune en los mamiferos esta constituido por un conjunto de procesos
bioquimicos que permiten la deteccién y eliminacion eficiente de los patégenos que
amenazan la viabilidad del organismo. La complejidad del sistema inmune es
necesaria dado el gran numero de patdgenos diferentes que pueden causar
enfermedades. Tradicionalmente, los procesos inmunes han sido divididos de
acuerdo a su funcién en el sistema inmune adaptativo y el sistema inmune innato.

El sistema inmune adaptativo esta organizado sobre la base de dos clases de
linfocitos especializados: los linfocitos B y los linfocitos T. Ambos tipos de linfocitos
poseen un repertorio extremadamente diverso de receptores de reconocimiento
antigeno-especificos. Estos receptores permiten la identificacion precisa de los
patégenos para su posterior eliminacion. Otras respuestas adaptativas aseguran la
memoria inmunolégica de larga duracién contra posibles reinfecciones. En
contraste, la rama innata de la inmunidad estda compuesta de aquellos efectores
inmunolégicos que proporcionan respuestas inmunes inmediatas pero que no son
especificas. Incluyen respuestas humorales evolutivamente primitivas, respuestas
celulares y procesos mecanicos que juegan un papel primordial en la proteccion del
organismo ante el desafio patogénico.
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6.1.2 Sistema del complemento

El sistema del complemento es un integrante de importancia vital dentro de la
inmunidad innata, representando ademas uno de sus principales mecanismos
efectores. Fue descubierto en 1896 por Jules Bordet como uno de los componentes
de la fraccion del suero labil al calor. Su nombre se debe a su capacidad de
complementar las propiedades antibacterianas de los anticuerpos presentes en la
fraccion del suero estable frente al calor. La ciencia actual considera el sistema del
complemento como un conjunto de proteinas asociadas a la membrana y séricas
que pueden provocar respuestas inmunes inflamatorias y citoliticas altamente
reguladas. Estas respuestas se desencadenan frente a organismos infecciosos
(bacterias, virus, parasitos), dafios en los tejidos (de causa fisica, quimica o
neoplasica) o cualquier otra superficie celular que pueda ser identificada como
ajena al organismo. Durante muchos anos se creyd confinada la funcion del
complemento a la inmunidad innata y con poco impacto sobre la respuesta
adaptativa. Sin embargo, la distincién de funciones fue cuestionada a principios de
la década de 1970 y a partir de ese momento los conocimientos que ilustran la
relaciéon entre las dos ramas de la respuesta inmune se han expandido
dramaticamente (Dunkelberger & Song, 2010).

El complemento, un sistema de mas de 30 proteinas del plama y la superficie
celular, llega a alcanzar una concentracion de 3 g/L y constituye mas del 15% de la
fraccion globular del plasma. Las proteinas del complemento estan organizadas
jerarquicamente formando una cascada proteolitica. Dicha cascada comienza con
la identificacion de las superficies patogénicas y lleva a la generacién de potentes
mediadores proinflamatorios (anafilotoxinas), la opsonizacién (recubrimiento) de la
superficie patogénica con varias opsoninas del complemento (p. ej., C3b) y la lisis
de la superficie patogénica mediante el ensamblaje de poros en la membrana que
son conocidos como complejo de ataque a la membrana (MAC, membrane attack
complex) (Walport, 2001).

El sistema del complemento, desde el punto de vista evolutivo, es un componente
muy antiguo de los mecanismos de defensa del organismo. Su supervivencia
evolutiva subraya la importancia de sus funciones. Originalmente se adscribia
solamente a los vertebrados. Entre ellos se observa un alto grado de homologia en
la estructura y las funciones del complemento, desde los vertebrados
evolutivamente mas avanzados hasta aquellos tan antiguos filogenéticamente como
el tiburon gata (Ginglymostoma cirratum). Sin embargo, estudios funcionales vy
genomicos entre las moléculas efectoras del complemento han encontrado
proteinas analogas al complemento en phyla mas antiguos como los
Echinodermata (erizos de mar). La inmunidad adaptativa es, por contraste, mas
moderna desde el punto de vista evolutivo y generalmente se considera que esta
restringida a los vertebrados con mandibula (Zhu et al., 2005).

6.1.3 Vias de activacion del sistema del complemento

El complemento puede ser activado a través de tres vias principales: la clasica, la
alternativa y la via de las lectinas. La via clasica (CP, Classical Pathway) es
mobilizada cuando la proteina C1g se une a anticuerpos unidos a antigenos. Se
activan las proteinas C1r y C1s, los cuales a su vez escinden C4 y C2. Por su parte,
la via de las lectinas (LP, Lectin Pathway) es activada cuando la proteina de union a
lectinas (MBL, mannose-binding lectin) se pone en contacto con motivos de
carbohidratos patogénicos muy conservados. Esta union activa a las enzimas serin-
proteasas asociadas a MBL (MASPs-MBL-associated serine proteases) que de
igual forma provoca la escision de C4 y C2. Los productos de la fragmentacion de
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C4 y C2 dan origen a la convertasa C3 (C4bC2a), que comparten la via de las
lectinas y la via clasica y que hidroliza a su vez la proteina C3 en los fragmentos
C3b y C3a. Una molécula de C3b se puede asociar con C4bC2a para formar la
convertasa C5 (C4bC2aC3b), presente también tanto en la via clasica como en la
de las lectinas.

La via alternativa (AP, Alternative Pathway) se activa cuando C3 sufre una hidrélisis
espontanea y da lugar a la convertasa inicial de C3 de la AP (C3(H,O)Bb), en
presencia de los factores B y D, lo que lleva a una amplificacién de la fragmentacion
de C3 y la formacion de la convertasa de C3 de la AP (C3bBb) y la convertasa de
C5 (C3bBbC3b). La properdina facilita la activacién de la via alternativa al
estabilizar las convertasas de la via alternativa.

Las tres vias de activacion culminan en la formacion de las convertasas, que a su
vez generan los efectores principales del sistema del complemento: las
anafilotoxinas (C4a/C3a/C5a), el complejo de ataque a la membrana (MAC) y las
opsoninas (p. €j., C3b). Las anafilotoxinas son potentes moléculas proinflamatorias
que derivan de la fragmentacion de las proteinas C4, C3 y C5. EI MAC esta
constituido por el ensamblaje final de los componentes del complemento que van
desde C5b hasta C9. Este complejo puede lisar las superficies identificadas como
extrafias. La proteina C3b, induce la fagocitosis de las células o particulas
opsonizadas y también sirve para amplificar la activacion del sistema del
complemento a través de la via alternativa.

Recientemente han sido descritos dos mecanismos adicionales de la activacion del
complemento, aunque todavia no se les han atribuido funciones fisiolégicas. El
primer mecanismo involucra a la properdina que tiene un papel candnico en la
activacion de la via alternativa al estabilizar la convertasa C3 de la via alternativa
(C3bBb). Sin embargo, las evidencias mas recientes han demostrado que la
properdina también puede promover el ensamblaje de novo de la convertasa C3
cuando se encuentra inmovilizada en una superficie inerte e iniciar la formacién de
la convertasa C3 en las superficies microbianas (tales como la de Neisseria
gonorrhoeae) (Spitzer et al., 2007). Adicionalmente se ha reportado otro mecanismo
adicional en el que C3 y C5 pueden ser escindidas directamente por otras
proteasas que no tienen relacion con la cascada de activacion del complemento,
tales como la calicreina y la trombina, ambas involucradas en la coagulacién
(Markiewski et al., 2007).

6.1.4 Regulacion del sistema del complemento

Debido al potencial destructivo que tiene la activacion del complemento, su accion
debe ser confinada a las superficies patogénicas. Muchos de los pasos
involucrados en la activacion del complemento son controlados por inhibidores, de
forma que el sistema final representa un balance homeostatico intrincado entre la
deteccidn eficiente, la destruccion de los patégenos y la minimizacion del dafio a los
tejidos no directamente involucrados. La regulacion del complemento sucede
predominantemente en dos pasos dentro de las cascadas de activacion. Un sitio de
regulacion son las enzimas convertasas durante su ensamblaje o cuando
desempefian su actividad enzimatica. El otro punto preferente de regulacion
aparece durante el ensamblaje del MAC. Existe una serin proteasa Factor | que al
catabolizar los fragmentos C4b y C3b impiden que lleguen a formar convertasas
activas. Esta enzima se sintetiza en forma constitutiva. Con el objetivo de prevenir
que ocurra una degradaciéon de C3b que no sea especifica, el Factor | requiere la
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participacion de diversos cofactores para que pueda realizar su actividad
proteolitica. De esta forma se limita el dafio solamente a los tejidos afectados.

El segundo destino potencial para los fragmentos de C3b/C4b es formar
convertasas activas, lo cual constituye su imperativo biolégico normal. Para prevenir
la formacion de las convertasas C3 no reguladas, existen varios mecanismos
inhibidores del complemento. Un ejemplo importante lo constituye el factor de
aceleracion de la inactivacion (DAF, Decay-Accelerating Factor), este factor sirve
para inhibir el ensamblaje de nuevas convertasas C3 y disminuir la vida media de
las convertasas preformadas (Turnberg & Botto, 2003).

6.1.5 Mecanismos efectores del sistema del complemento

La activacion del complemento converge, no importa cual sea la via activada, en
tres mecanismos efectores generales. Estos mecanismos le permiten al sistema del
complemento cumplir con sus imperativos fisioldgicos de defensa del organismo y
son:

a) La lisis directa de la superficie diana por medio del ensamblaje del MAC. La
activacion del complemento y la generacién de las convertasas C5 llevan a
la liberacién del producto de C5, C5b. La proteina C5b es la base del
ensamblaje del MAC. C5b se asocia primeramente con C6, C7, y la
superficie diana. C8 se une al complejo anterior y se inserta parcialmente en
la membrana. Esto permite que C9 se introduzca en la bicapa lipidica donde
entre 12 a 15 moléculas de C9 formaran un poro estable con
aproximadamente 10 nm de diametro. La formacién del poro conlleva la lisis
dirigida y especifica de la superficie diana.

b) La estimulacion de la respuesta inmune mediante la generacion de potentes
anafilotoxinas proinflamatorias. Las anafilotoxinas son generadas por la
escision de C4, C3 y C5 con la consiguiente formaciéon de C4a, C3a y Cba
respectivamente. La union de las anafilotoxinas a la regiéon N-terminal de
sus receptores correspondientes (C3aR y Cb5aR) permite cambios
conformacionales en los dominios intracelulares de estos receptores y
promueve la unién de la proteina G y la formacion de segundos mensajeros
intracelulares.

c) La opsonizacion y eliminacién de las superficies diana por medio de las
opsoninas del complemento (C4b, C3b, C3bi) y con participacion de los
receptores del complemento de las células fagociticas (macrofagos vy
neutrofilos). La generacion de los fragmentos de C3b por medio de las
convertasas C3 de todas las vias del complemento inicia la via de la
opsonizacion del complemento, un elemento importante en la identificacion y
eliminacioén de los cuerpos extrafios. Los fragmentos opsoénicos tales como
C3b y los productos de su escisidon son reconocidos por los receptores del
complemento 1, 2, 3y 4 (CR1-4) y CRIg. Los receptores de Fc se unen a la
region Fc de los anticuerpos. La unién de los receptores del complemento a
los cuerpos opsonizados media su fagocitosis por macrofagos y neutréfilos.

Cada vez es mas evidente que las funciones del complemento en la defensa del
organismo van mucho mas alla de la respuesta inmune innata. En varios estudios
se ha demostrado la importancia fundamental del buen funcionamiento de la via
clasica del complemento (C1qg, C3 o C4) para que exista una correcta respuesta
humoral a los antigenos. Se reportan muchos casos de ratones deficientes en los
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receptores del complemento 1y 2 (CR1/2) y que son incapaces de desarrollar una
correcta respuesta humoral (Carroll, 2004). También parece que existe suficiente
evidencia que vincula la activacién del complemento y una respuesta inmune
incrementada de las células T a nivel del organismo. Sin embargo, todavia en la
actualidad no hay un consenso sobre el mecanismo preciso por el cual el sistema
del complemento regula la inmunidad mediada por células T (Capasso et al., 2006).

6.1.6 Actividad de los aceites esenciales sobre el sistema del complemento

Si bien en numerosos trabajos se ha estudiado la actividad de diferentes tipos de
extractos vegetales sobre la actividad del complemento, los articulos que abordan el
efecto de los aceites esenciales sobre el sistema del complemento son francamente
escasos. En la Tabla 6.1 se realiza una revision bibliografica de la actividad de los
aceites esenciales o sus constituyentes sobre el sistema del complemento.

Tabla 6.1. Revision bibliografica de la actividad de los aceites esenciales sobre el sistema
del complemento.

Aceite esencial

Ensayo Resultados Referencia
o compuesto
Acido miristico  Ensayo in vitro de vias clasica y No fue activo en ninguna Chung et al.,
alternativa. Valoracion de via. 2011
actividad por liberacién de (articulo retirado
hemoglobina de eritrocitos posteriormente)
sensibilizados.
Acido Ensayo in vitro de vias clasica y En la via clasica: ICs0 132,4 Chung et al.,
pelargénico alternativa. Valoracion de MM (20,9 pg/mL). Enlavia 2011
actividad por liberacién de alternativa no mostré (articulo retirado
hemoglobina de eritrocitos actividad. posteriormente)
sensibilizados.
Cinnamomum Ensayo in vivo con ratas Los niveles de C3 y C4 Zhang et al.,
cassia tratadas durante una semana. aumentaron 2011
Se determina C3y C4 en el significativamente en los
suero. grupos tratados con dosis
de 200, 400 y 600 mg/kg
respecto al grupo control.
Nonanal Ensayo in vitro de vias clasica y No fue activo en ninguna Chung et al.,
alternativa. Valoracion de via. 2011
actividad por liberacién de (articulo retirado
hemoglobina de eritrocitos posteriormente)
sensibilizados.
B-Ocimeno Ensayo in vitro de vias clasica y No fue activo en ninguna Chung et al.,
alternativa. Valoracion de via. 2011
actividad por liberacién de (articulo retirado
hemoglobina de eritrocitos posteriormente)
sensibilizados.
Oryza sativa Ensayo in vitro de vias clasica y En la via clasica: arroz rojo  Chung et al.,
(variedades roja alternativa. Valoracion de ICs0 246 ppm (0,0246% 2011
y negra). actividad por liberacion de v/v), arroz negro ICso 193 (articulo retirado
hemoglobina de eritrocitos ppm (0,0193% v/v). En la posteriormente)

sensibilizados.

via alternativa no mostraron
actividad.
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6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Fundamento

La actividad sobre el sistema del complemento fue medida siguiendo la
metodologia descrita por Klerx et al. (1983). Se emplearon ensayos in vitro donde
se determind el grado de hemdlisis de eritrocitos que ejercieron como dianas para
el complejo de ataque a la membrana generado tras la activacion del sistema del
complemento. Los eritrocitos ejercian simultaneamente como activadores y como
células diana. La absorbancia de la hemoglobina liberada durante la hemdlisis fue
el parametro utilizado para evaluar la actividad del sistema del complemento. A
partir de los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de inhibicidn y la ICso siempre
que fue posible. La ICsy fue definida como la concentracién de la muestra en
estudio necesaria para obtener un 50% de lisis relativa de eritrocitos, bajo
condiciones estandarizadas.

La estandarizacion de las diferentes variables que influyen en el grado de hemodlisis
ha sido un factor importante. Entre estas variables se encuentran: la concentracion
de eritrocitos, fragilidad (edad) de estos eritrocitos, cantidad de anticuerpos
utilizados para la sensibilizacion de los eritrocitos (IgG o IgM), fuerza i6nica del
sistema tampon, pH, tiempo de reaccion, temperatura, y las concentraciones de los
cationes divalentes (Ca*" y Mg*").

El ensayo de determinacion de la actividad sobre la via clasica del sistema del
complemento utilizé sangre de cordero como fuente de eritrocitos. En este método
ocurre una activacion secuencial de los componentes de la via clasica que tienen
como diana los eritrocitos de cordero que han sido, previamente sensibilizados con
anticuerpos anti-eritrocitos de cordero. El tampdn utilizado contenia los cationes
divalentes Ca** y Mg®". En el estudio de la via alternativa del sistema del
complemento, el ensayo empleado fue similar al anterior, con la principal diferencia
de uso de sangre de conejo como fuente de eritrocitos, en este caso no
sensibilizados. Con el objetivo de evitar interferencias de la via clasica (calcio-
dependiente) en el ensayo de la via alternativa se empled el etilenglicol-bis(2-
aminoetileter)-N,N,N',N'-acido tetraacético (EGTA), agente quelante del calcio. El
magnesio, cation necesario para las dos vias, fue afadido en ambos ensayos.
Como unica fuente de los componentes del sistema del complemento (en ambas
vias) se empleo6 suero humano proveniente de varios donantes sanos.

6.2.2 Material

- Soluciéon de Alsever [Sigma, referencia: A3551].

- FEritrocitos de cordero en solucion de Alsever (ver apartado).

- FEritrocitos de conejo en solucién de Alsever (ver apartado).

- Anticuerpos antieritrocitos ovinos (red blood cells polyclonal antibody anti-
sheep) [ICN ibérica, referencia: 55800].

- Solucion tampon de barbital sédico (Veronal, VSB*)(Gelatin veronal buffer)
[Sigma, referencia: G6514].

- Solucion tampoén de barbital sédico (Veronal, EGTA-VB)

- Cloruro de sodio (NaCl) [Sigma, referencia: S5886].

- 5,5-dietil barbiturato de sodio (barbital sédico o veronal) [Sigma, referencia:
B0500].

- Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl.*6H,0) [Sigma, referencia:
M2393].

- Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,*2H,0) [Sigma, referencia: C3881].
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- Etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N',N'-acido tetraacético (EGTA) [Sigma,
referencia: E4378].

- Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0O,4+7H,0) [Sigma, referencia:
M9397].

- Quercetina [Sigma, referencia: Q4951].

- Solucién salina de Hanks modificada, mas cationes Ca** y Mg?* (HBSS).
[Sigma, referencia: H8264].

- Dimetil-sulféxido (DMSO) [Sigma, referencia: D1435].

- Suero humano adquirido en el “Banc de Sang i Teixits de Catalunya”.

- Microtubo tipo Eppendorf 1,5 mL tapa plana [Rubilabor, referencia:
711.1500]

- Tubos plasticos de 50 mL sin faldon [Rubilabor, referencia: 644.2050]

- Tubos plasticos de 15 mL. [Rubilabor, referencia: 644.2015]

- Placas microtiter de 96 pocillos, fondo U. [Rubilabor, referencia: 822.0001]

- Placas microtiter de 96 pocillos, fondo plano. [Rubilabor, referencia:
822.0005].

- Espectrofotometro  Microplate  spectrophotometer, Benchmark Plus,
BIORAD. Pais USA, 2004].

6.2.3 Solucién de VSB

Se disuelven 41,5 g (0,71M) de NaCl y 5,1g (24,76 mmol) de Veronal (Barbital
sodico) en 800 mL de agua Milli-Q. Se ajusta el pH a 7,35 y se enrasa hasta que se
llega a 1 litro.

6.2.4 Solucién de Ca/Mg

Se disuelven 10,17 g (50 mmol) de MgCl»*6H,0 y 2,21 g (15 mmol) de CaCl,*2H,0
en 100 mL de agua Milli-Q.

6.2.5 Soluciéon de EGTA

Se disuelven 7,6 g (20 mmol) de EGTA en 45 mL de agua Milli-Q, en presencia de
NaOH y se ajusta el pH hasta 7,35 (solucion a) y por otro lado se disuelven 3,075 g
(12,4 mmol) de MgS0O,47H,0 en 45 mL de agua Milli-Q (solucién b). Se mezclan las
soluciones a y b y se enrasa a 100 mL. La concentracion final de EGTA es de 200
nM y la de MgSO,47H,0 de 125 mM.

6.2.6 Solucion de VSB™

Se mezclan 200 mL de la solucién madre de VSB con 1 mL de la solucién madre de
Ca/Mg. Se enrasa hasta 1 litro con agua Milli-Q. El pH sera de 7,35.

6.2.7 Solucién de EGTA-VB

Se mezclan 200 mL de la solucion madre de VSB con 40 mL de la solucién madre
de EGTA. Se enrasa hasta 1 litro con agua Milli-Q. El pH sera de 7,35.

6.2.8 Solucién salina

Se disuelven 9 g de NaCl en un litro de agua Milli-Q.

6.2.9 Preparacion de las muestras de aceites esenciales

Se toman 10 o 20 pyL de cada aceite esencial dependiendo del ensayo a realizar.
Se afiade este volumen de aceite esencial a un eppendorf de 1,5 mL previamente
tarado. La masa de esta alicuota de aceite esencial se determina en balanza
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analitica. Se completa el volumen hasta 1mL con solucién de Hanks previamente
suplementada con un 10% de DMSO y 1,5% de E-484 (glicerol polietilenglicol
ricinoleato), con el fin de facilitar la solubilidad de los aceites esenciales.

Con el objetivo de obtener una emulsion homogénea, la mezcla se somete a vortex
durante 2 minutos, seguido de un tratamiento de 5 minutos en el equipo de
ultrasonido. Esta emulsién se utiliza como solucién madre. A partir de esta solucion
se realiza una dilucién '/;, empleando como solvente VSB*™ (para la via clasica) o
EGTA-VB (para la via alternativa), esta solucion se denomina solucién de trabajo.
La primera solucién a ensayar es una dilucién '/5 de la solucién de trabajo y el resto
de las soluciones a ensayar son sucesivas diluciones %2 de la primera solucion a
ensayar (Figura 6.1).

solucion madre n diluciones
\T‘;-,E\Lﬁ 1 2 3 4 5 & 7 8 9 101112
\ —> > o aOOOOOOOOO0OOOO0

v ()OO0 0O0COOOOO0
v cOHOOOOCOOOOOO
w 0QQOOOC0O00000
= eQOOOOCOOO0OO0
w FOOOOOCOOOO00O
n sQOOOO0CO0OO0000
__HOOOOQCOOOO000

Figura 6.1. Representacion esquematica de las diluciones realizadas
durante los ensayos sobre las vias clasica y alternativa del
complemento.

6.2.10 Obtencion de los eritrocitos de cordero

Se ha utilizado sangre de cordero procedente de la granja de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Autdonoma de Barcelona. La sangre se recogié en
solucion Alsever y se transporté en hielo. Fue conservada a 4 °C hasta el momento
de su utilizacion.

6.2.11 Obtencion de los eritrocitos de conejo

La sangre de conejo fue obtenida partir de conejos machos New Zeeland White
(PiPetit/Harlan-lbérica), de mas de 1,5 Kg de peso. Estos se encontraban
estabulados en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona. La sangre
fue extraida de la vena central de la oreja y fue recogida en un tubo con solucién
Alsever. Fue conservada a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.

6.2.12 Método operatorio

Los ensayos se realizan en placas microtiter de fondo en U a las que se anaden las
muestras de aceite esencial. Las muestras de aceite esencial se diluyen en forma
secuencial en la placa en solucién de VSB™ (via clasica) o en solucion de EGTA-
VB (via alternativa). Inmediatamente después se afiade una solucion de suero
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humano realizada en VSB*" (via clasica) o en EGTA-VB (via alternativa). Se incuba
30 minutos a 37 °C. Se afaden los eritrocitos de cordero sensibilizados con
anticuerpos de conejo antieritrocitos de cordero en la via clasica, o en el caso de la
via alternativa se afnaden los eritrocitos de conejo. Se incuba durante 60 minutos a
37 °C en la via clasica o 30 minutos a 37 °C en la via alternativa. Se centrifuga la
placa microtiter 2 minutos a 2500 rpm. Se traspasan 50 pL del sobrenadante de
cada pocillo a una placa microtiter de fondo plano. Previamente, se ha afadido 200
ML de agua Milli-Q en cada pocillo de la placa de fondo plano. Se mide la
absorbancia a 405 nm.

Los controles del ensayo consisten en 50 yL del sobrenadante de pocillos en los
que los eritrocitos han sido sometidos a diferentes tratamientos pero en iguales
condiciones que las muestras a ensayar. En ninguno de los controles se afade
muestra. Se refieren a: 100 % de hemodlisis (eritrocitos en agua Milli-Q), 0 % de
hemolisis (eritrocitos en VSB™" o EGTA-VB), 0 % de inhibicion (eritrocitos + suero
humano activo), 100 % de inhibicion (eritrocitos + suero humano inactivado).

Con el fin de expresar los resultados, se calcula el % de lisis (debe estar
comprendido entre el 30 y el 70 %), el % de inhibicién y la ICxp.

Los protocolos del ensayo hemolitico de actividad sobre la via clasica y alternativa
del sistema del complemento se muestran en las Tablas 6.2 y 6.3,
respectivamente.

6.2.13 Calculos, expresion de los resultados y analisis estadistico

Para la determinacién de la actividad del suero se determina el porcentaje de lisis
segun la siguiente férmula. El porcentaje de lisis debe estar comprendido entre 30 y
70%.

Media DO,ys(H1, H2, H3)~ Media DO,s(H4,H5,H6)
X
Media DO ,5(H10,H11, H12)~ Media DO,y5(H7,H8,H9)

Lisis (%) =

Para el calculo de la actividad inhibidora de la muestra respecto al control se sigue
la siguiente férmula.

Inhibicion (%) =100 (Media DO 4,5 problema — Media DO ysblanco del problema)=100
nhibicion (%) = -

Media DO4oscontrol — Media DO405blanco

Asi, por ejemplo, para la concentracion mas alta de la muestra 1, se calculara
utilizando:

- Para el problema: Media de la DO4gs de los pocillos A1y A2

- Para el blanco del problema: DOyg5 del pocillo A3

- Para el control: Media de la DOygs de los pocillos H1, H2 y H3
- Para el blanco: Media de la DOygs de los pocillos H4, H5 y H6

El valor de la resta Media de la DO,y control — Media de la DO, blanco
corresponde al 100% de actividad de lisis.
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Tabla 6.2. Protocolo del ensayo hemolitico de actividad sobre la via clasica del
complemento

A. Preparacion de los eritrocitos sensibilizados con el anticuerpo

A.1 Lavado

Mezclar entre 2 y 4 mL de los eritrocitos (dependiendo del estado de la sangre)
con solucioén salina en un tubo plastico de 15 mL.

Centrifugar a 2500 rpm durante 5 min.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el acimulo de células formado en 10
mL de solucion salina y volver a centrifugar.

Repetir el proceso dos veces mas. Tras la tercera centrifugacion guardar el
acumulo de células en hielo.

A.2 Preparacion
de la suspension
de eritrocitos

Resuspender el actimulo de células (500 uL) en 10 mL (9,5 mL) de VSB™ en
un tubo de 50 mL, mantener en hielo.

Mezclar 100 uL de esta suspension con 4,9 mL de agua Milli-Q en un tubo de
15 mL. Determinar la densidad optica (DO) a 405 nm. Después se debera
afiadir un volumen adicional de VSB*" al tubo de 50 mL que contiene el
acumulo de células. Esto se realiza de acuerdo a la siguiente férmula que tiene
en cuenta que la absorbancia de 4 x 108 células es de 0,522.

V de VSB™ = (Volumen inicial) x [(DO medida-0,522)/0,522]

A3
Sensibilizacion
de los eritrocitos

Mezclar 1 mL de anticuerpos (diluido 1:100) con 7 mL de VSB™ en un tubo de
50 mL.

Afadir a la mezcla anterior 8 mL de la suspension de eritrocitos e incubar a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante y
resuspender el acimulo de células en 16 mL de VSB™*. Mantener en hielo.

B. Distribucion de

los productos a ensayar en la placa
microtiter (fondo en forma de U)

Se van a disponer las muestras en las filas A hasta G
(concentraciones decrecientes). Se puede disponer 100 uL
de la primera muestra concentrada disuelta en VSB* en A1,
A2 y A3 y hacer sucesivas diluciones a la mitad (50 yL + 50

Tratamiento 4
Tratamiento 3

uL VSB™) en las filas B, C, D, E, F y G. El volumen final en
cada pocillo sera de 50 L.

C. Preparacion de los controles de actividad hemolitica

- Afadir 50 puL de VSB™ a los pocillos del H1 al H6. Los
pocillos H1-H3 seran los controles de la actividad del suero
(0 % de inhibicion). Los pocillos del H4 al H6 seran el
blanco del suero (suero inactivado, 100 % de inhibicion).

- Afiadir 100 pL de VSB™ a los pocillos H7-H9 (0% de
homodlisis).

- AAadir 100 yL de agua Milli-Q a los pocillos H10-H12
(100% de hemadlisis).

Tratamienio 2

Tratamiento 1

D. Preparacion de la dilucién del suero y preincubacion

- AAadir 50 uL de la solucion de suero inactivado (63 pL de
suero inactivado + 5 mL de VSB™) a los pocillos del H4 al
H6 y a los pocillos designados como blancos de las
muestras.

- Mezclar 125 uL de suero con 8 mL de VSB*" (cantidad
regulada por la actividad del suero) y afiadir 50 yL a los
pocillos designados como control de la actividad del suero
(0 % de inhibicién) y los pocillos designados como
muestras problema.

- Tapar la placa y preincubar a 37°C durante 30 minutos.

[ suero humano inactivado
Il suero humano

E. Incubacion

- Anadir 50 pL de los eritrocitos sensibilizados a cada pocillo de la placa.

- Incubar a 37°C durante 60 minutos.

D. Medicién de la hemolisis

- Centrifugar las placas de microtiter (fondo en U) a 2500 rpm durante 2 minutos.
- Anadir 200 pL de agua Milli-Q a los pocillos de una placa de microtiter de fondo plano.

- Transferir 50 pL del sobrenadante de la hemdlisis de la placa de microtiter de fondo en U (ya

centrifugada) a la placa de microtiter de fondo plano.
- Medir la Densidad 6ptica a 405 nm.
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Tabla 6.3. Protocolo del ensayo hemolitico de actividad sobre la via alternativa del
complemento.

A. Preparacion de los eritrocitos

A.1 Lavado - Mezclar 4 mL de los eritrocitos con 6 mL de solucién salina en un tubo plastico
de 15 mL.
- Centrifugar a 2500 rpm durante 5 min.
- Eliminar el sobrenadante y resuspender el acumulo de células en 10 mL de
solucién salina y volver a centrifugar.
- Repetir el proceso dos veces mas. Tras la tercera centrifugacion guardar el
acumulo de células en hielo.

A.2 Preparacion - Resuspender el acimulo de células (500 pL) en 10 mL (9,5 mL) de EGTA-VB
de la suspension en un tubo de 50 ml, mantener en hielo.
de eritrocitos - Mezclar 100 yuL de esta suspension con 4,9 mL de agua Milli-Q en un tubo de
15 mL. Determinar la densidad éptica (DO) a 405 nm. Después se afiade un
volumen adicional de EGTA-VB al tubo de 50 ml que contiene el acimulo de
células segun la siguiente formula que tiene en cuenta que la absorbancia de
1,15 x 108 células es de 1,230.
-V de EGTA-VB = (Volumen inicial) x [(DO medida-1,230)/1,230]
- Mantener en hielo.

B. Distribucion de los productos a ensayar en la placa
microtiter (fondo en forma de U)

Se van a disponer las muestras en las filas desde la A hasta
G (concentraciones decrecientes). Se pueden disponer 100
WL de la primera muestra concentrada (disuelta en EGTA- Tratamiento 4

Tratamiento 3

VB) en A1, A2 y A3 y hacer sucesivas diluciones a la mitad
(50 pL + 50 yL EGTA-VB) enlasfilas B, C, D, E, Fy G. El Tratamisnto 2
volumen final en los pocillos sera de 50 pL. Tratamiento 1

C. Preparacion de los controles de actividad hemolitica

- Anadir 50 pL de EGTA-VB a los pocillos H1 a H6. Los
pocillos H1-H3 seran los controles de la actividad del suero
(0 % de inhibicion). H4-H6 es el blanco del suero (suero
inactivado, 100 % de inhibicion).

- Afnadir 75 yL de EGTA-VB a los pocillos H7-H9 (0% de
homolisis).

- Afadir 75 pL de agua Milli-Q a los pocillos H10-H12 (100%
de hemdlisis).

] Tampén

D. Preparacion de la dilucién del suero y preincubacion

- Anadir 25 pL de la solucién de suero inactivado (500 pL de [ suero humano inactivado
suero inactivado + 500 uL de EGTA-VB) a los pocillos H4- B suero humane
H6 y blancos de las muestras.

- Mezclar 1 ml de suero humano activo con 1 mL de EGTA-
VB y afiadir 25 pL a los pocillos control H1-H3 y problemas.

- Tapar la placa y preincubar a 37°C durante 30 minutos.

E. Incubacién

- Anadir 25 yL de los eritrocitos de conejo a cada pocillo de la placa.
- Incubar a 37°C durante 60 minutos.

D. Medicion de la hemolisis

- Centrifugar las placas de microtiter (fondo en U) a 2500 rpm durante 2 minutos.

- Anadir 200 pL de agua Milli-Q a los pocillos de una placa de microtiter de fondo plano.

- Transferir 50 pL del sobrenadante de la hemdlisis de la placa de microtiter de fondo en U (ya
centrifugada) a la placa de microtiter de fondo plano.

- Medir la Densidad optica a 405 nm.
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Los datos reflejaron las medias + desviacion estandar (DE) de seis experimentos
independientes para la via clasica del complemento y de cuatro experimentos
independientes en el caso de la via alternativa. Las comparaciones entre los
diferentes tratamientos y el control se realizaron mediante un analisis de varianza
(one-way ANOVA) seguido de una prueba Dunnett (Dunnett’s test). Como nivel de
significacion se tomd una p<0.05. La concentraciéon inhibitoria 50 % (ICs) fue
calculada por interpolacion en una curva dosis-respuesta construida mediante una
regresion no linear que seguia un modelo de curva sigmoidea. Esta curva se obtuvo
de la gréfica correspondiente al (%) de inhibicién de la hemdlisis de los eritrocitos
versus el logaritmo de la concentracion del aceite esencial (ug/mL). Para la
realizacién de los calculos y el andlisis estadistico se utilizé el software Graphpad
Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

6.3 Resultados

En la Tabla 6.4 se indican las concentraciones de aceites esenciales, fracciones o
componentes puros ensayados a las que se produjo la lisis de los eritrocitos. La
actividad inhibidora de las muestras sobre la via clasica y alternativa del sistema del
complemento se presenta en las Tablas 6.5 y 6.6, respectivamente. Finalmente, en
la Tabla 6.7 se muestra la relacién entre las concentraciones expresadas en % (v/v)
y su valor en pg/mL. Como sustancia activa de referencia en los ensayos de la via
clasica del sistema del complemento fue utilizada la quercetina (ICso= 33,7 pg/mL).
En los ensayos de la via alternativa del sistema del complemento, se utiliz6 como
referencia un extracto acuoso de Azadirachta indica (1Cso= 226,4 pg/mL).

Tabla 6.4. Concentracion limite (ug/mL) a partir de la cual se provoca la lisis en los
eritrocitos por las muestras ensayadas.

Actividad hemolitica

Aceite esencial o compuesto Concentracion Aceite esencial o compuesto Concentracion

(ug/mL) (ng/mL)
Arbol del té 200 Limon 300
Bornilo + isobornilo, acetatos de 400 Limon (terpenos) 300
Cayeputi 320 Niauli 300
Cilantro 350 Nuez moscada 350
Clavo 400 Nuez moscada (terpenos) 70
Clavo (terpenos) 350 Orégano espaiiol 300
Eugenol 350 Carvacrol 300
Enebro 80 Palmarosa 350
Estragon 350 Romero 250
Jengibre 250 Tomillo rojo 300
Laurel 350 Timol 400
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Tabla 6.5. Inhibicion de la la via clasica del complemento.

Inhibicion (%) de la via clasica del sistema del complemento
Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Conc. Arbol Bornilo +
%, vIv gelte isobornilo, Cayeputi  Cilantro Enebro  Estragon Jengibre Laurel
acetatos de
0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0%0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

521x10* 36+1,4 12,626,5 11,9+11,7 3,6+3,3 n/a 8,6+2,3 n/a 6,5+3,2*
1,04 x10° 13,7+7,2* 10,1+4,1 30,0+10,6* 6,4+4,1 n/a 12,6%4,9 n/a 3,6+£3,3
2,08x 10° 8,5+4,9* 14,5+6,9 17,5¢151* 12,2+58* 2,6£3,1 222+9,7* 3,9+16 6,2+2,1*
4,17 x 10° 16,6+5,3* 29,2+16,8* 14,9+9,9* 19,0+8,2* 7,147 36,1£14,0* 5,8+3,0 12,9+4,9*
8,33 x 107 49,2+3,4* 353+152* 38,4+53* 30,5+4,1* 23,319,5* 61,616,3* 18,5+6,8* 23,113,2*
1,67 x 10? 64,6+54* 67,9+9,5* 80,146,4* 46,8+6,9* 89,3+9,1* 28,7+13,5* 57,9+4,9* n/a 61,8+5,1* 32,843,3* 53,944,7*
3,33x 107 n/a 91,9+4,8* 81,745,0* 72,848,8* 96,0+3,8* 12,5+1,9 n/a n/a 72,14£9,7* n/a 82,944 .,4*
6,67 x 102 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
ICsoug/mL  97,0+4,2 126,1+4,1 97,3t4,6 154,4+3,5 74,9132 78,3+3,9 64,8+3,4 — 155,4+3,5

*Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 6.5. Continuacion.

Inhibicion (%) de la via clasica del sistema del complemento

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Conc. o Nuez .
%, Vv Limén Limon Niauli Nuez moscada Orega~no Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol
(terpenos) moscada Espafiol
(terpenos)

0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
5,21 x 10™ n/a 5,171 3,9+3,0 10,6+3,5 7,3t54 n/a 8,6+1,6 2,8+2,3 5,8+3,4 9,2+2,2* n/a
1,04x10°  3,3%3,3 2,3+2,5 7,2£3,0 12,249,7 5,8+2,7 49+0,2 16,9+7,6* 6,934 16,3%4,0* 11,7+3,9* 9,6+6,8
2,08x10°  7,1+7.4 2,9+2,0 18,2+10,7* 21,749,0* 9,245,9* 2,4+10,3 15,7+7,5* 21,2455" 13,1+13,4* 18,2+2,1* 12,019,4
417 x10° 8,1+4,5 9,7+3,2 18,5£10,2* 26,6+14,7* 11,2+7,1* 15,04¢8,6 35,7+7,1* 36,3t4,5* 16,5+4,7* 34,1+24* 21,8+18,0*
8,33x 10° 13,4+7,4* 253+11,3* 50,946,7* 42,5+18,6* n/a 37,219,9* 63,916,2* 50,1+4,3* 19,716,4* 54,4+3,2* 42,4+18,3*
1,67 x 10% 20,446,1* 47,7+17,6* 63,3+9,8* 49,6+13,9* n/a 63,3+4,4* 54,2419,2* 66,616,3* 26,7+12,4* 78,7+3,4* 66,5+15,1*
3,33x 107 32,7+0,5* 38,8+19,4* n/a 32,7+14,0* n/a n/a n/a 63,74,7* n/a n/a 68,8+14,0*
6,67 x 10° n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
ICs0 pg/mL --- - 91,344,2 --- - 118,1+7,8 78,1+4,7 75,243,0 67,8129 125,544 4

*Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 6.6. Inhibicion de la via alternativa del complemento.

Inhibicién (%) de la via alternativa del sistema del complemento

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Conc. Bornilo +
%, vIv  Arbol del t&¢ isobornilo, Cayeputi  Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragéon Jengibre  Laurel
acetatos de (terpenos)

0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0  0,0£0,0 0,0%0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
521x10*  1,6+1,8 4,2+0,9 1,2+0,6 3,412,0 n/a 9,5+10,8  4,1+3,1 0,710,7 6,116,4 2,3t1,9 2,710
1,04x10°  4,1+1,9 3,212,2 2,0+1,5 3,0+1,7 6,3+1,5 6,715,2 3,56+26 7,3t86 5,550 2,623 2,8+1,0
2,08x10° 24425 1,910,7 2,5+0,5 4,04 4 2,1+0,9 6,4+6,6 4,7¢1,7 22416 51+1,7 1,4+0,8  3,312,1
417x10°  1,1+0,3 2,1+1,0 2,4+2.0 3,6+¢1,8 11,4+114 5,4+0,6 28+14 1819 1,110,9 2,310,3 4,0£3,0
8,33x10° 1,416 3,1¢1,2 2,9+1,5 44+1,0 1424174 3,841,0 2,5+0,7 0,8+0,1 1,2£1,3 0,9+0,0 3,0%1,0
1,67 x10%  3,6¢1,7 3,0£2,7 2,5+1,4 0,710,1 3,627 n/a 3,913,6 n/a 3,8+1,1 0,4+0,3 2,716
3,33x 107 n/a 4,442 5 3,2+1,8 4,6£1,3 6,043,1 n/a 4,3+0,7 n/a 7,2+4.5 n/a 2,8+2,4
6,67 x 107 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
IC50 ug/mL - - - - - - -

*Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 6.6. Continuacion.

Inhibicién (%) de la via alternativa del sistema del complemento

Conc.

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Nuez

%, Vv Limon Limon Niauli Nuez moscada Orega~no Carvacrol Palmarosa Romero Tomillorojo  Timol
(terpenos) moscada Espaniol
(terpenos)

0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,040,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0  0,0+0,0 0,040,0 0,0+0,0 0,040,0
521x10"  2,7+2,7 0,310,2 3,0+2,8 5,3+3,1 3,3+2,0* 2,9+1,9 3,242,3 1,214 2,5+2,0 1,7£1,5 21+1,4
1,04x10°  2,840,6 2,7+0,3* n/a 4,122 1,0+0,3 1,6+2,0 3,024  1,8%1,0 2,612,5 2,2+2,0 4,1+2,8
2,08x10° 24422 3,6+1,9* 6,0+5,3 7,5+5,6 2,2+1,8 5,6+3,9 2,4+0,6 1,8+1,8 3,9+4,3 34+11*  2,8+3,2
417x10°  2,8+3.2 2,3+1,0* 3,3+2,2 5,2+1,8 2,317 3,841,2 2,3t2,0 2,7+0,4 2,612,4 3,3+1,2 2,2+1,8
8,33x10° 2,3+1,6 1,30,1 n/a 6,2+4,3 1,1+1,3 5,0£2,8 3,412,7 2,323 2,8+0,1 3,1£2,1 2,9+1,3
1,67 x10%  4,0+1,9 3,1+0,3* 8,6+7,8 11,5£10,8 3,3+1,1* 3,60,0 4,0£2,0 2,6%1,0 2,2+0,7 4,0£2,0* 3,5+24
3,33x10%  1,1+1,3 2,2+0,8*  4,6+2,8 9,4+3,1 4,2+1,2* 5,414,0 46124  3,1+0,9 1,7+0,9 2,611,2 4,3+3,7
6,67 x 107 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
IC50 pg/mL - - - - - - - - - - -

*Diferencias significativas (p<0.05). n/a Valor no disponible.
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Tabla 6.7. Equivalencias entre las concentraciones expresadas en % (v/v) y las concentraciones expresadas ug/mL.

Equivalencias entre concentraciones en % (v/v) y pg/mL

Concentracion (ug/mL)
Concentracion ] Bornilo + Clavo
(%, viv) Arbol del té Isobornilo Cayeputi Cilantro Clavo Eugenol Enebro Estragon Jengibre Laurel
(terpenos)
(acetato)
5,21 x 10" 47 5,8 4,8 4,6 54 4,7 55 4,5 49 4,8 4,8
1,04 x 107 9,4 11,6 9,7 9,2 10,9 9,5 11,0 8,9 9,8 9,6 9,5
2,08 x 10° 18,9 23,3 19,3 18,4 21,8 18,9 22,0 17,9 19,5 19,3 19,1
4,17 x 10° 37,8 46,6 38,6 36,7 43,5 37,8 440 35,7 39,0 38,5 38,1
8,33x 10° 75,5 93,2 77,3 73,4 87,0 75,6 88,1 71,4 78,0 77,0 76,3
1,67 x 10 151,0 186,3 154,5 146,8 174,0 151,3 176,2 142,8 156,0 154,0 152,5
3,33x 107 302,0 372,7 309,0 293,7 348,0 302,6 3523 285,7 312,0 308,0 305,0
6,67 x 10™ 604,0 745,3 618,0 587,3 696,0 605,1 704,7 571,3 624,0 616,0 610,0
. Limon I Nuez Nuez Orégano . . .
Limén Niauli moscada ~ Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol
(terpenos) moscada Espaniol
(terpenos)

5,21 x 10™ 4.4 4.4 47 4,8 4,4 5,0 54 49 4,8 4,7 5,8

1,04 x 107 8,8 8,8 9,4 9,7 8,8 9,9 10,8 9,8 9,7 9,4 11,6

2,08 x 10° 17,6 17,6 18,9 19,3 17,6 19,8 21,7 19,6 19,3 18,8 23,3

4,17 x 10° 35,2 35,1 37,8 38,6 35,1 39,7 43,4 39,1 38,7 37,6 46,5

8,33 x10° 70,4 70,3 75,5 77,3 70,3 79,3 86,8 78,3 77,3 75,3 93,0

1,67 x 10 140,8 140,5 151,0 154,5 140,5 158,7 173,5 156,5 154,7 150,5 186,0

3,33x 107 281,7 281,0 302,0 309,0 281,0 317,3 347,0 313,0 309,3 301,0 372,0

6,67 x 107 563,3 562,0 604,0 618,0 562,0 634,7 694,0 626,0 618,7 602,0 7440
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6.4 Discusion

Como paso previo a la realizacion de los ensayos del complemento, se evalud la
actividad hemolitica de los aceites esenciales, fracciones terpénicas y sustancias
bajo estudio. Este ensayo nos permitié establecer los limites razonables de validez
del ensayo del complemento y al mismo tiempo nos aporté nociones sobre la
citotoxicidad de las muestras ensayadas. Los ensayos de actividad hemolitica in
vitro han sido empleados en el cribado de sustancias y agentes toxicos puesto que
son una herramienta simple que permite detectar citotoxicidad y toxicidad sobre las
membranas (Cabral de Oliveira et al., 2011). Los resultados de actividad hemolitica
de las muestras bajo estudio se resumen en la (Tabla 6.4). Los aceites esenciales
de nuez moscada, clavo, niauli, cayeputi, estragon, cilantro, laurel, palmarosa,
limén, tomillo rojo y orégano espafiol, ademas de los terpenos del clavo y de limén,
el eugenol, el acetato de bornilo, el timol y el carvacrol, producen la lisis unicamente
a concentraciones superiores a 300 yg/mL. Los aceites esenciales del arbol del te,
romero y jengibre la producen a concentraciones entre 200 y 300 ug/mL. Los
aceites esenciales o fracciones anteriormente mencionados mostraron en general
una baja toxicidad. Unicamente el aceite esencial de enebro (rico en los
monoterpenos a-pineno (54,8%) y B-pineno (29,2%)) y los terpenos de nuez
moscadas (fraccion rica en los monoterpenos a-pineno (50,9%) y B-pineno (17,2%))
produjeron la lisis de los eritrocitos a concentraciones inferiores a 100 ug/mL. Estos
monoterpenos parecen incrementar la lisis de los eritrocitos, proceso que podria
estar relacionado con la capacidad del a-pineno y el B-pineno de afectar la
integridad de la membrana, su permeabilidad y la consiguiente pérdida del control
sobre los procesos quimio-osmaticos y finalmente la muerte vy lisis celular (Uribe et
al., 1985; Cox et al., 2000). La actividad hemolitica de las muestras bajo estudio nos
condiciona la validez de los ensayos del complemento a aquellos resultados que
aparecen a concentraciones inferiores a los limites a partir de los cuales ocurre la
actividad hemolitica.

En la valoracion de la actividad sobre el sistema del complemento se observaron
diferentes grados de inhibicion para la via clasica, mientras que todos los aceites
esenciales fueron inactivos sobre la via alternativa a las concentraciones
ensayadas (Tablas 6.5 y 6.6). Estos resultados son muy novedosos pues no se
encontré ninguna informacion similar en la literatura cientifica sobre aceites
esenciales. Sin embargo, un patron parecido de comportamiento ha sido descrito en
otros extractos o substancias de naturaleza terpenoide (Lee et al., 2004; Min et al.,
2008).

Una mirada mas cercana a los resultados nos muestra que el eugenol (ICs0= 78
pg/mL) y el aceite esencial de clavo (ICso= 75 ug/mL) muestran una ICs, semejante
aunque relativamente moderada. Puesto que los terpenos de clavo casi no
presentaron actividad, se puede deducir que el eugenol es el principal responsable
de la actividad en el aceite esencial de clavo. Las curvas de inhibicion de las tres
muestras, aceite esencial de clavo, su fraccion terpénica y el eugenol se muestran
en la Figura 6.2, y puede observarse el comportamiento practicamente paralelo
entre el aceite esencial de clavo y el eugenol.
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Figura 6.2. Inhibicion (%, media +DE) de la via clasica del complemento por el
aceite esencial de clavo, su fraccion terpénica y el eugenol.

Otros aceites esenciales ricos en compuestos fendlicos también manifestaron una
actividad inhibidora parecida sobre la via clasica del sistema del complemento,
como es el caso del tomillo rojo (ICso de 67,8 pg/mL), el orégano espanol (ICso de
118,1 ug/mL) o el estragon (ICs, de 64,8 ug/mL) (Figura 6.3). Se destaca ademas
que el carvacrol, el principal componente del orégano espafiol, ha mostrado una
mayor actividad que el aceite esencial, con una ICsode 78,1 ug/mL. Sin embargo, el
timol, componente mayoritario de la esencia del tomillo, ha mostrado una menor
actividad que el aceite esencial, con una ICsy de 125,5 pg/mL. De este modo, estos
resultados podrian indicar que el carvacrol es el principal responsable de la
actividad sobre la via clasica del complemento del orégano espafiol, y que en el
caso del tomillo rojo estarian implicados otros compuestos ademas del timol. Segun
los datos presentados, es posible observar un comportamiento similar de los
compuestos fendlicos ensayados (eugenol, carvacrol y timol) frente a la via clasica
del sistema complemento (Figura 6.4).
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Figura 6.3. Inhibicién (%, media +DE) de la via clasica del complemento por los
aceites esenciales de orégano espafol, tomillo rojo, estragén y los
compuestos timol y carvacrol.
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Figura 6.4. Inhibicion (%, media +DE) de la via clasica del complemento por los
compuestos eugenol, carvacrol y timol.

Los algunos aceites esenciales provenientes del género Melaleuca, niauli, arbol del
té y cayeputi, han mostrado también una actividad inhibidora moderada sobre la via
clasica del sistema del complemento, con una ICsy de 91,3 pg/mL, 97,0 pg/mL y
97,3 ug/mL, respectivamente. Dos de estos aceites esenciales tienen en comun el
componente principal, el 1,8-cineol (58,3% en el niauli y 67,8 % en el cayeputi).
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Compuesto que también esta presente en el laurel (65,6%) con una ICs, de 155, 4
pg/mL y en el aceite esencial de romero aunque en menor proporcion (49,7%), y
que ha sido menos activo (inhibicion del 27% a la concentracién de 154.7 pg/mL,
p<0.01). Todo lo anterior sugiere un posible papel para este compuesto en la
actividad de inhibicion del complemento. En el aceite esencia del arbol del té
predomina, sin embargo, el terpinen-4-ol con un 44,5%.

La Figura 6.5 muestra la comparacion de la actividad sobre la via clasica de los
aceites esenciales que poseen 1,8-cineol (niauli, cayeputi, laurel y romero). Otros
aceites esenciales o sus fracciones ricas en monoterpenos oxigenados también
fueron inhibidores moderados o débiles de la via clasica del complemento. El aceite
esencial del cilantro (74.0% de linalool) y el de palmarosa (80.3% de geraniol)
mostraron una ICsq de 154 ug/mL y 75 pg/mL, respectivamente. Finalmente, en la
mezcla de acetato de bornilo y acetato de isobornilo la ICs, fue de 126 pg/mL.
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Figura 6.5. Inhibicion (%, media +DE) de la via clasica del complemento por los
aceites esenciales de cayeputi, niauli, laurel y romero.

De la informacién analizada se puede concluir que todas las muestras fueron
inactivas sobre la via alternativa del complemento, mientras que algunas mostraron
actividad inhibitoria sobre la via clasica. Sobre esta via, los aceites esenciales ricos
en compuestos oxigenados, ya sean fenilpropanoides o monoterpenos oxigenados,
fueron los que mostraron mayor actividad inhibidora. Entre ellos, las sustancias
fendlicas y en especial el eugenol y el carvacrol fueron los mas activos. En general,
los resultados sugieren que estos compuestos son los principales responsables de
la actividad de los aceites esenciales que los contienen como componentes
mayoritarios. Las muestras ricas en hidrocarburos monoterpénicos, en cambio,
resultaron ser poco activas.
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Actividad sobre la fagocitosis

7.1 Introduccion

7.1.1 Generalidades

Fagocitosis (del griego phagein, comer y kytos, célula), es el proceso por medio del
cual algunas células rodean particulas sélidas con su membrana celular y forman
una vesicula interna llamada fagosoma en los fagocitos y los protozoos. Es una
forma especifica de endocitosis, que implica la internalizacion en vesiculas de
particulas sélidas. La fagocitosis esta involucrada en la adquision de nutrientes por
algunas células y, en el sistema inmune, es el principal mecanismo empleado para
eliminar patégenos y desechos celulares. Las bacterias, las células de los tejidos
muertos y pequefias particulas minerales son ejemplos de particulas que pueden
ser fagocitadas. En los organismos unicelulares, este proceso es homoélogo a
comer, mientrasque en los animales pluricelulares ha sido adaptado a la eliminacion
de residuos celulares y patégenos.

La fagocitosis es un mecanismo dependiente de la actina por el cual las células
fagociticas ingieren particulas de gran tamafo, usualmente mayores de 0,5 ym de
didmetro. La fagocitosis estd conservada filogenéticamente en los mamiferos y ha
evolucionado hacia un proceso muy complejo. Elie Metchnikoff fue el primero que a
finales del siglo XIX lo describioé y le fue concedido por ello el premio Nobel de
medicina en 1908. Cien afios después, la teoria celular de la inmunidad propuesta
por Metchnikoff ha soportado la prueba del tiempo, pero ahora somos conscientes
que el proceso fagocitico es mucho mas complicado de lo inicialmente imaginado y
solo estamos comenzando a descrifrar sus intrincados mecanismos moleculares.
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El reconocimiento innato de los agentes patogénicos estd mediado por una serie de
receptores de reconocimiento de patrones moleculares codificados en la linea
germinal (germ-line encoded pattern recognition receptors o PRRs) que pueden
estar unidos a la membrana o libres. Estos PRRs reconocen determinantes
antigénicos o estructuras microbianas altamente conservadas como pueden ser los
polisacaridos bacterianos o los p-glucanos fungicos. Los determinantes antigénicos
altamente conservados son conocidos como patrones moleculares asociados a los
patégenos (pathogen associated molecular patterns o PAMPs) (Janeway &
Medzhitov, 2002). Los PRRs libres o solubles incluyen a las colectinas, las ficolinas,
pentraxinas y el complemento. Estas proteinas recubren u “opsonizan” el agente
infeccioso, el cual puede entonces ser “ingerido” a través de receptores opsénicos
especificos. Algunas de estas proteinas pueden también regular la expresién en la
superficie de otros receptéres fagociticos y por lo tanto ejercen una influencia
indirecta en la fagocitosis. Los PRRs unidos a la membrana tales como la Dectin-1,
reconocen directamente los microorganismos y median su fagocitosis (Kerrigan &
Brown, 2009).

El reconocimiento de los patégenos por los fagocitos induce la expresién del factor
nuclear kB (NF-kB) y en consecuencia la liberacion de citocinas inflamatorias. Por
ejemplo, la interleucina 8 (IL-8) es producida en gran cantidad por los neutrdfilos
activados y contribuye a la infiltracién de los leucocitos en el sitio de la infeccion.
Adicionalmente, otras citocinas inflamatorias como TNF-qa, IL-1B e IL-6 estimulan la
respuesta inflamatoria aguda y activan otras células inmunes (Steevels & Meyaard,
2011).

Los fagocitos, entre los cuales se encuentran los neutréfilos, monocitos y los
macrofagos, pueden reconocer, fagocitar y eliminar a los patégenos invasores y de
esa forma tener un papel crucial en la defensa de los organismos. Inherente en su
capacidad de matar, esta el hecho que estas células contienen numerosas
moléculas que son capaces de dafiar al propio organismo. En el proceso de muerte
de los microbios, los granulos lisosomales y las especies reactivas de oxigeno
(reactive oxygen species o ROS) pueden salir al medio celular, causando un severo
dafo tisular. Un exceso en la produccién de ROS, por ejemplo, juega un importante
papel en la patogénesis de enfermedades caracterizadas por una inflamacion
persistente, tales como la ateroesclerois y la enfermedad obstructiva pulmonar
cronica (Nathan & Ding, 2010). No es sorprendente por lo tanto que muchos
mecanismos regulatorios sean requeridos para el control de la respuesta
inflamatoria, para la prevencién de una activacion inapropiada o la limitacién
temporal de la respuesta inmune (Steevels & Meyaard, 2011).

7.1.2 Influencia de los aceites esenciales sobre la fagocitosis

La influencia de diferentes extractos vegetales sobre la fagocitosis ha sido
abordada en varios estudios. No obstante, las publicaciones que analizan la
actividad de los aceites esenciales sobre la fagocitosis son relativamente escasas.
En la Tabla 7.1 se resume la revision bibliografica de la actividad de los aceites
esenciales o sus componentes sobre la fagocitosis.
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Tabla 7.1. Revision bibliografica de la actividad de los aceites esenciales o sus
constituyentes sobre la fagocitosis.

Aceite esencial
o compuesto

Ensayo

Resultados

Referencia

Alcanfor

Aplicacion tépica in vivo en
ratones depilados. Se evalua el
aclaramiento de la tinta india
inyectada.

Ratones y ratas fueron tratadas
y expuestas a aerosol de
Staphylococcus aureus marcado
radioactivamente. Se determind
fagocitosis de los S. aureus.

Ensayo in vitro con macroéfagos
peritoneales aislados de raton
tratados durante 24 horas. Se
midi6 fagocitosis de eritrocitos
de pollo.

Este compuesto promovié la
fagocitosis en forma
moderada.

Sin cambios significativos en
la fagocitosis de las ratas y
ratones tratados con
inhalaciones. El compuesto no
afecto la fagocitosis.

Tratamientos de 3, 10, 30 y 90
pMg/mL no tuvieron influencia
sobre la fagocitosis.

Kato &
Gozsy, 1955

Goldstein et
al., 1976

Silva-Filho et
al., 2014

Allium sativum

Ensayo in vivo con ratones. Se
inyectaron eritrocitos de pollo y
se estimé % de fagocitosis en
macréfagos peritoneales
mediante microscopia O6ptica.
También se inyecto tinta china y
se midio el ritmo de aclaracion
plasmatico por fagocitosis.

Ensayo in vivo con pollos
suplementados en la
alimentacion.

Los tratamientos de 400 y 600
mg/kg produjeron incrementos
significativos en el porcentaje
de fagocitosis y en el ritmo de
aclaracion plasmatico de la
tinta china por fagocitosis.

Los tratamientos de 100 y 200
mg/kg aumentaron
significativamente la actividad
fagocitica 'y el indice
fagocitico.

Gu et al.,
2010

El-Latif et al.,
2013

Azadirachta
indica

Se evalud la funcién fagocitica
en macrofagos peritoneales de
ratas. Para estimar fagocitosis
se emplearon levaduras
fluorescentes opsonizadas. El
ensayo se realizd6 5 dias
después del tratamiento.

El tratamiento disminuyé en
forma dosis dependiente las
cantidades de macréfagos
peritoneales aislados.
También incremento la
actividad fagocitica a la dosis
de 120 mg/kg pero no tuvo
efecto a la dosis de 300
mg/kg.

SaiRam et
al., 1997

3-Careno

Para el in vitro se
emplearon macréfagos
alveolares de ratas que fueron
pre-tratados con 3-careno
durante 15 min. Se incubd
durante 1h con levaduras
marcadas y se determind
fagocitosis.

ensayo

Disminuy6 la viabilidad de los
macréfagos a todas las
concentraciones. La
fagocitosis disminuyd
significativamente a 0,068
pg/mL. A mayor concentracion
las células estaban muertas.

Johansson &
Lundborg,
1997

1,8-Cineol

Ratones y ratas fueron tratadas
y expuestas a aerosol de
Staphylococcus aureus marcado
radioactivamente. Se determino
ingestion por fagocitosis de los
Staphylococcus aureus.

No hubo cambios
significativos en la fagocitosis
de las ratas tratadas con
inhalaciones respecto al grupo
control de ratas y ratones no
tratados. Los compuestos no
afectaron la fagocitosis.

Goldstein et
al., 1976
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Cinnamomum
zeylanicum

Ensayo in vivo con pollos. La
fagocitosis se mide directamente
en microscopio por ingestion de
microesferas por los
polimorfonucleares.

La actividad fagocitica
(numero relativo de células
que fagocitaron 3 particulas)
se incrementé a las tres
concentraciones  ensayadas
(0,025%; 0,05% y 0,1%) pero
el indice de actividad
fagocitica (numero de
particulas fagocitadas
respecto al numero total de
células fagociticas) solo se
incremento a 0,025%.

Faix et al.,
2009

Citronelilo,
acetato de

Se evaluo la fagocitosis in vitro e
in vivo por medio del
aclaramiento de la tinta china y
del azul tripano. No se aportan
mas detalles.

Este compuesto estimulé la
fagocitosis.

Gozsy &
Kato, 1958

Eucalyptus
globulus

Actividad fagocitica in vitro de
macréfagos humanos. Control
positivo de macréfagos pre-
tratados con LPS. Actividad
fagocitica de PMN aislados de
sangre periférica de ratas
tratadas con 5-fluorouracil y
tratados con aceite esencial de
eucalipto durante 15 dias.

El tratamiento incrementd la
fagocitosis en forma dosis
dependiente. El tratamiento
durante 15 dias in vivo
provocd recuperacion de los
niveles de granulocitos
circulantes y actividad
fagocitica respecto al control
tratado con 5-fluorouracil. Los
niveles de monocitos no
variaron.

Serafino et
al., 2008

Eugenia uniflora

Ensayo in vitro con macrofagos
peritoneales de ratén. Se
determina fagocitosis por
absorbancia de zymosan
coloreado que fue fagocitado.

Tratamientos de 25, 12.5, 6.25
y 3.12 ug/mL produjeron
incrementos significativos de
la actividad fagocitica. No se
produjo cambios a 100 ni a 50
Mg/mL.

da Franca
Rodrigues et
al., 2013

Eugenol Ensayo in vitro con macrofagos El indice fagocitico se redujo Mahapatra et
peritoneales de ratén. Se respecto al control en el grupo al., 2011
determina fagocitosis por conteo tratado con nicotina y volvié a
de particulas de latex recuperarse con el tratamiento
fagocitadas mediante de nicotina + eugenol (15
microscopia optica. pg/mL).
Eugenol (endos  Se utilizan células peritoneales La fagocitosis fue de Oliveira-
cementos de ratones. Se pusieron en significativamente reducida en Mendes et
dentales) contacto 1h con Saccharomyces presencia de los cementos al., 2003
boulardii muertas para estimar dentales.
fagocitosis.
Eugenol Se realizé un ensayo in vitrocon La  mezcla  formol-cresol- Segura et al.,

(mezclado con
formol y cresol)

macréfagos de ratas. Como
ensayo de la funcion fagocitica
se midi6 la capacidad de
adherencia de los macréfagos a
una superficie plastica. Al ser la
adherencia el primer paso de la
fagocitosis tedricamente habria
coincidencia.

eugenol disminuyd
significativamente el indice de
adherencia (Al) de los

macréfagos. La mitad de la
inhibicion maxima de Al se
logré6 con una diluciéon de
1:334,5

1998

a-Felandreno

Ratones inyectados con células
de leucemia y tratados con a-
felandreno durante  dos
semanas.

Tratamientos de 25 y 50
mg/kg incrementaron
fagocitosis en macrofagos de
muestras sanguineas.

Lin et al.,
2014
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Houttuynia Ensayo in vitro con macréfagos. La funcidén fagocitica mejoré Jin, 2012
cordata Se evalua la funcién fagocitica. con el tratamiento.
Lavandula Actividad fagocitica in vitro de EIl tratamiento no modificé la Serafino et
angustifolia macréfagos humanos. Control actividad fagocitica. al., 2008
positivo de macrofagos pre-
tratados con LPS. Actividad
fagocitica de PMN aislados de
sangre periférica de ratas
tratadas con 5-fluorouracil.
Limoneno Ensayo in vitro con macrofagos Los macréfagos procedentes del Toro-

peritoneales aislados de raton
inoculados con linfoma murino y
tratados con limoneno (10 % de
la dieta) durante 9 dias. Se
incubaron con E.coli durante 30
min.

Se emple6 un modelo in vivo en
ratas con tubo directo al
estomago. También se
realizaron ensayos in vitro de
evaluacion de la fagocitosis
empleando macrofagos
alveolares.

Se evaluo la fagocitosis in vitro e
in vivo por medio del
aclaramiento de la tinta china y
del azul tripano. No se aportan
mas detalles.

de ratones con linfoma no
tratados presentaban
fagocitosis disminuida. Esta
capacidad fue restaurada con
la inclusion del limoneno en la

dieta.

El limoneno incrementd la
actividad fagocitica de
macréfagos alveolares a las
concentraciones (250; 500 y
1000 mg/kg/dia durante 8
dias). Se increment6 la
actividad fagocitica en los
macrofagos tratados in vitro.
El lavado  broncoalveolar
present6 mayor fagocitosis
con el tratamiento de 1000
mg/kg/dia.

Este compuesto estimuld la
fagocitosis.

Arreola et al.,
2005

Hamada et
al., 2002

Gozsy &
Kato, 1958

Linalilo, acetato
de

Se evaluo la fagocitosis in vitro e
in vivo por medio del
aclaramiento de la tinta china y
del azul tripano. No se aportan
mas detalles.

Este compuesto estimuld la
fagocitosis.

Gozsy &
Kato, 1958

Melaleuca
alternifolia

Actividad fagocitica in vitro de
macrofagos humanos. Control
positivo de macréfagos pre-
tratados con LPS. Actividad
fagocitica de PMN aislados de
sangre periférica de ratas
tratadas con 5-fluorouracil y
tratados durante 15 dias.

El tratamiento no modifico la
actividad  fagocitica  pero
incremento el % de
macrofagos muertos.

Serafino et
al., 2008

Mentol

Ratones y ratas fueron tratadas
y expuestas a aerosol de
Staphylococcus aureus marcado
radioactivamente. Se determin6
fagocitosis de los S. aureus.

No hubo cambios
significativos en la fagocitosis
de las ratas tratadas con
inhalaciones. El compuesto no
afecto la fagocitosis.

Goldstein et
al., 1976

Metil-nonil-cetona

Ensayo in vitro con macrofagos.
Se evalua la funcion fagocitica.

La funcion fagocitica mejoro
con el ftratamiento con el
componente puro metil-nonil-
cetona.

Jin, 2012
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Ocimum
basilicum

Se evalud capacidad fagocitica
de macréfagos peritoneales de
ratéon pre-tratados durante 24h.
Después los macrofagos se
pusieron en contacto con
eritrocitos de oveja opsonizados.

El tratamiento causé inhibicion
parcial de la fagocitosis a las
concentraciones de 1:8000 y
1:4000. A concentraciones. de
1:1000 y 1:2000 la inhibicién
fue total. La viabilidad celular
no se vio afectada.

Courreges &
Benencia,
2002

Origanum
minutiflorum

Se parti6 de macrofagos vy
granulocitos aislados de peces
infectados con Myxobolus sp.
Los fagotitos se incubaron con
esferas 24h y se determind %
fagocitosis y capacidad
fagocitica.

El tratamiento en dosis de 8
ml/5 kg de dieta durante 30
dias no caus6 ningun cambio
significativo en el % de
fagocitosis ni en la capacidad
fagocitica.

Karagouni et
al., 2005

a-Pineno

Ensayo in vitfro con macrofagos
peritoneales. Se realizoé
tratamiento durante 48 h y se
determino fagocitosis de
particulas de zymosan por
medicién de absorbancia.

La actividad fagocitica de los
macréfagos aumenté a las
concentraciones de 100, 200 y
400 pg/mL.

da Franca
Rodrigues et
al., 2015

Rheum palmatum

Ensayo in vivo con macréfagos
peritoneales de ratén. Se
determina la funcion fagocitica.
Los tratamientos fueron por
administracion oral o inhalacion.

Se incrementd la funcion
fagocitica de los macrofagos
aislados a partir de ratones
bajo tratamiento.

Zhang et al.,
1997

Rosmarinus
officinalis

Ensayo in vivo con
suplementados
alimentacion.

pollos
en la

Los tratamientos de 100 y 200
mg/kg aumentaron
significativamente la actividad
fagocitica y el indice
fagocitico.

El-Latif et al.,
2013

Salvia officinalis

Ensayo in vivo con pollos, dieta
suplementada con el AE al
0,05% durante 5 semanas. Se
determina actividad fagocitica
por conteo de particulas de latex

La actividad fagocitica se
mantuvo igual en los grupos
tratados y no tratados. El AE
no tuvo ningun efecto por si
mismo.

Ryzner et al.,
2013

fagocitadas en neutréfilos
sanguineos.

Syzygium Ensayo in vivo con dos especies Tratamientos de 20, 40 60 Azad et al,

aromaticum de peces. Se determina ppm durante 10 min. 2014
fagocitosis relativa en incrementaron la fagocitosis
macréfagos sanguineos. relativa

Syzygium cumini  Ensayo in vitro con macréfagos La actividad fagocitica de los da Franca
peritoneales. Se realizé macréfagos aumentdé a las Rodrigues et
tratamiento durante 48 h y se concentraciones de 200 y 400 al., 2015
determino fagocitosis de pg/mL.
particulas de zymosan por
medicion de absorbancia.

Thymus vulgaris ~ Ensayo in vivo con dos especies Tratamientos de 20, 40 60 Azad et al,
de peces. Se determina ppm durante 10 min. 2014
fagocitosis relativa en incrementaron la fagocitosis
macrofagos sanguineos. relativa
Ensayo in vivo con pollos Tratamiento de 0,5 g/kg de Placha et al.,
suplementados en la dieta. Se aceite esencial +0,4 mg 2014

midié actividad fagocitica en
sangre.

120

selenio/kg en pienso estimulo
la fagocitosis.
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Ensayo in vivo con pollos
suplementados en la dieta. Se
midioé actividad fagocitica de los
neutrofilos.

Se observo incremento de
actividad fagocitica a 200
mg/kg. No se observd
incremento a 100 y 300
mg/kg.

Saleh et al.,
2014

Timol

Aplicacién toépica in vivo en
ratones depilados. Se evalua el
aclaramiento de la tinta india
inyectada.

Este compuesto promovié la
fagocitosis en forma
moderada.

Kato &
Gozsy, 1955

Zingiber officinale

Ensayo in vivo con pollos
suplementados en la dieta. Se
midioé actividad fagocitica de los

Se observé incremento de
actividad fagocitica a 100 y
300 mg/kg. No se observo

Saleh et al.,
2014

neutrofilos. incremento a 200 mg/kg.

7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Fundamento

Con el propésito de estudiar la fagocitosis se han descrito varios tipos de ensayos
experimentales in vitro. El proceso basico de estos ensayos es la incubacion de
células con capacidad fagocitica junto a particulas susceptibles de ser fagocitadas,
asi como la monitorizacion del indice de ingestion de estas particulas o su
disminucién en el medio. Es importante la distincion entre las particulas fagocitadas
y las que quedan adheridas a la membrana celular (Hed, 1986).

En nuestro trabajo hemos adoptado con ligeras variaciones para el empleo de
microplacas el método establecido por Risco-Rodriguez en su tesis doctoral (Risco-
Rodriguez, 2000). Se ha utilizado un ensayo que utiliza microesferas fluorescentes
afiadidas a una suspension de células con capacidad fagocitica. Tras un tiempo de
incubacién se detiene el proceso fagocitico y mediante una solucion de
“apagamiento” se elimina la fluorescencia de las microesferas adheridas a la
superficie celular. Las células fluorescentes, que son aquellas que poseen en su
interior microsferas fagocitadas, son estudiadas por citometria de flujo. Este ensayo
es capaz de distinguir entre las microesferas fagocitadas y las que han quedado
adheridas a la membarana celular. El ensayo permite también una cuantificacion de
la fagocitosis independientemente de las variaciones de pH intrafagosomal
(Lehman et al., 1998). Es importante haber establecido unas condiciones exactas
de protocolo experimental, ya que la fagocitosis y el subsiguiente proceso de
digestién incluye multipes pasos y varios factores pueden influir en el mismo.

7.2.2 Material

- Etilendiamina tetraacetato de sodio dihidratado (EDTA-Na4*H,0). [Sigma,
referencia: E6511].

- Cloruro de sodio (NaCl) [Sigma, referencia: S5886].

- EDTA disodio (Edetate disodium) [Sigma, referencia: E0399].

- Azul tripano [Sigma, referencia: T6146].

- Microesferas fluorescentes 2 um de diametro (FluoSpheres® Yellow-green
(505/515), 2,0 uym; 2,0% de sdlidos, 2 mL) [Invitrogen, Molecular Probes,
referencia: F8827].

- loduro de propidio [Sigma, referencia: P4170].

- Cloruro de amonio (NH,CI). [Sigma, referencia: A9434].

- Bicarbonato de potasio (KHCO,). [Sigma, referencia: P9144]
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- Dimetil-sulfoxido (DMSO) [Sigma, referencia: D1435].

- Paraformaldehido [Sigma, referencia: 158127].

- Lipopolisacaridos bacterianos (LPS). LPS de E. coli 0127:B8. [Sigma,
referencia: L3129].

- Suero humano (Sera human) [Sigma, referencia: S2257].

- Solucién salina de Hanks modificada, mas cationes Ca** y Mg?* (HBSS).
[Sigma, referencia: H8264].

- Solucién salina de Hanks modificada, sin los cationes Ca®* y Mg?* (HBSS)
[Sigma, referencia: H6648].

- Ricinoleato de gliceril-polietilenglicol (E484) [suministrado por Lidervet, S.L.].

- Microtubo tipo eppendorf 1,5 mL tapa plana [Rubilabor, referencia:
711.1500].

- Tubos plasticos de 50 mL sin faldén [Rubilabor, referencia: 644.2050].

- Tubos plasticos de 15 mL [Rubilabor, referencia: 644.2015].

- Placa microtiter 96 pocillos, fondo plano. [Rubilabor, referencia: 822.0005].

- Placas microtiter 96 pocillos, fondo U. [Rubilabor, referencia: 822.0001].

- Puntas de multipipeta de 200 pL(fine point LTS tips). Solo para empleo en
multipipetas LTS (Rainin) [Rainin, referencia: RC-L250/10].

- Puntas de pipeta de 200 pL [Rubilabor, referencia: 16-2001].

- Punta de pipeta de 10 mL [Rubilabor, referencia: 511.0002].

- Punta de pipeta 100-1000 uL [Rubilabor, referencia: 015/162222].

- Buffy coats procedentes del Banc de Sang i Teixits de Catalunya.

- Citéometro de flujo: Cytomics FC 500 MPL system, Beckman coulter, Inc.
Pertenece a la Unidad de Citometria de los Servicios-Técnicos de la
Universidad de Barcelona.

7.2.3 Solucion stop de la fagocitosis

Solucién al 09% p/v de NaCl y con 0,02% p/v de EDTA disédico (Robinson et al.,
1994). ElI EDTA permite captar los cationes del medio, necesarios para el proceso
fagocitico. Esta solucién se anadio a 0 °C, previniendo la adhesion de las
microsferas a la membrana de las células fagociticas (Zielinska & Fenrych, 1997).

7.2.4 Solucion de apagamiento (quenching)

Durante la fagocitosis algunas microesferas quedan adheridas a la superficie celular
sin ser internalizadas. Este hecho aumentaria erroneamente el contaje del numero
de particulas fagocitadas. Al proceso de disminucién o eliminacion de la
fluorescencia inespecifica se le conoce como apagamiento (quenching). En este
proceso ocurre la interaccion de una molécula fluorescente con un solvente que
disminuye la produccion cuantitativa de fluorescencia (Hed, 1977; Henderson et al.,
1998). Las diferencias observadas en los resultados por la utilizacién de la solucion
de quenching varia entre un 3,1% en muestras control y un 4,2% en muestras
estimuladas con LPS segun algunos autores. Son valores bajos debido a que las
microesferas utilizadas presentan una baja unién inespecifica (Martin & Bhakdi,
1992; Risco-Rodriguez, 2000). Una solucién madre de azul tripano fue preparada a
una concentracion de 3 mg/mL y se conservé a 0 °C. Horas antes de su utilizacion
se prepard una dilucién con 3 partes de solucion madre y 4 de HBSS modificada,
con cationes Ca?* y Mg?* (Robinson et al., 1994).

7.2.5 Solucién de ioduro de propidio (IP)

Se prepar6 una solucién de 1 mg de ioduro de propidio en 1 mL de HBSS con
cationes Ca*" y Mg?*. Se conservé a 4 °C.
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7.2.6 Preparacion de las muestras de aceites esenciales

Se tomaron 10 pL de cada aceite esencial y se anadio este volumen a un eppendorf
de 1,5 mL previamente tarado. La masa de esta alicuota se determiné en balanza
analitica. Se completé el volumen hasta 1mL con soluciéon salina de Hanks
modificada, mas cationes Ca?* y Mg®". Esta soluciéon de Hanks habia sido
previamente suplementada con un 10% de DMSO y 1,5% del emulgente alimentario
E-484 (gliceril-polietilenglicol-ricinoleato) con el fin de facilitar la solubilidad de los
aceites esenciales. Los aditivos o solventes empleados fueron ensayados
previamente para descartar que presentaran algun tipo de actividad por si mismos.
Se sometio la mezcla a vortex durante 2 minutos que fueron seguidos de un
tratamiento de 5 minutos en el equipo de ultrasonido. El resultado final fue una
emulsién del aceite esencial con aspecto homogéneo. Esta emulsién se utilizd
como soluciéon madre.

A partir de la solucion madre se realizé una dilucion 1o empleando como solvente
solo solucién salina de Hanks modificada, mas cationes Ca®* y Mg?*. Esta primera
dilucién fue seguida de una nueva dilucion 2 que fue la primera solucién ensayada.
Siguieron después una serie de diluciones %2y /1o que fueron también ensayadas.
La secuencia de diluciones realizadas fue la siguiente: solucion madre (10 yL/mL)—
10— Ya(primera solucién ensayada)— Y%— %— Y% YaoVe— Voo 'l1g— 'l1o. Al
afadir el tratamiento a la placa ocurre una dilucién 1,0 de las concentraciones que
se encuentran en el eppendorf. Fueron ensayadas todas las soluciones excepto la
solucién madre y la primera dilucién /1o (9 en total).

7.2.7 Solucion de hemolisis

Se prepara una soluciéon madre (x10) que se conserva a 4 °C y que esta compuesta
por: NH,CI (8,99 g), KHCO; (1,0 g), EDTA-Na, (0,037 g), H.O MilliQ c.s.p. 100 mL.
Esta solucion madre se diluye 1:10 (v/v) en el mismo momento de uso. Con esta
técnica se busca una acumulacion de NH,4CIl en el interior de los eritrocitos. Se
produce un aumento en la presiéon osmética de los eritrocitos y como consecuencia
la ruptura de la membrana celular, lo que facilita su eliminacion selectiva (Bossuyt
et al.; 1997).

7.2.8 Obtencidn de la suspension de leucocitos humanos

Se han utilizado dos tipos de soluciones de Hanks modificada (HBSS). Una
solucién de HBSS modificada, sin cationes Ca* y Mg?* y sin rojo de fenol para la
preparacion de la suspensiéon de células fagociticas. Para el ensayo funcional de
fagocitosis, sin embargo, se ha tenido que substituir esta solucion tampén por otra
de HBSS modificada, con presencia de los cationes Ca** y Mg?* y sin rojo de fenol.
Esto es debido a que durante la manipulacion de las células es necesario prevenir
su agrupacion, un fenémeno que se facilita si aparecen los cationes Ca?* y Mg?*. En
cambio, la fagocitosis como ensayo funcional activo, si necesita de la presencia de
Ca?* y Mg?* (Robinson et al., 1994). Parece ser que ambos cationes son requeridos
para la interaccién de los neutrdéfilos con el material opsonizado (Roos et al., 1981).

Se obtienen los leucocitos a partir de buffy coats provenientes del Banc de Sang i
Teixits de Catalunya. Los buffy coats son la capa amarillenta rica en células blancas
y plaquetas obtenidas por centrifugacion de la sangre procedente de voluntarios
humanos sanos. El procedimiento que se emplea para la obtencion de la
suspension de leucocitos es la hemdlisis (shock hemolitico) mediante el empleo de
una solucién de cloruro amoénico (Bossuyt et al.; 1997).
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Para el procedimiento de hemdlisis se prepara una solucién madre (x10) que se
conserva a 4 °C: NH,CI (8,99 g); KHCO;3 (1g); EDTA-Na, (0,037 g); H,O MilliQ c.s.p.
100 mL. Se diluye la solucion madre 1:10 (v/v) en el momento de uso.

1. Se toman 500 yL de sangre total que se depositan en tubos plasticos de 15 mL.
Se afiaden 5 mL de solucion de hemdlisis ya diluida.

2. Tras 3 minutos de lisis, se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm y 4 °C y se elimina
el sobrenadante.

3. El acumulo de células obtenido se lava con solucién de HBSS sin cationes Ca?*
y Mg®* (5 mL) y se centrifuga 5 minutos a 2500 rpm.

4. Tras la centrifugacion se elimina el sobrenadante y el acumulo de células se
resuspende en HBSS sin cationes Ca?* y Mg®* (10 mL).

La suspensioén resultante contiene todo tipo de leucocitos y una cantidad variable de
eritrocitos y restos celulares. La cantidad de restos se puede minimizar con
sucesivos lavados y centrifugaciones. Se ha de tener en cuenta que un incremento
en el tiempo de lisis con cloruro amonico puede dar como resultado un aumento de
la mortalidad y alteracién en la morfologia celular. Las preparaciones celulares se
mantuvieron en hielo hasta su empleo, el cual nunca fue superior a las 2 horas.

7.2.9 Particulas para la fagocitosis

En el presente trabajo se ha optado por el uso de microesfereas fluorescentes. Se
han seleccionado las microesferas Fluospheres (Invitrogen, molecular probes) de
carboxilato modificado, con un diametro de 2 um y con fluorescencia amarilla-verde
(505/515 nm). La excitacion de estas particulas se produce muy eficazmente a 488-
490 nm, emitiendo una intensa fluorescencia. La concentracion utilizada es de 5,5 x
10" microesferas/mL. Se conservan a temperatura ambiente protegidas de la luz.
Son microesferas altamente cargadas y relativamente hidréfilas, que son estables
en soluciones con altas concentraciones de electrolitos (hasta 1M de sal
univalente).

Las microesferas de carboxilato modificado pueden adsorber proteinas y otras
macromoléculas, pero con mucha menos intensidad que las microesferas
hidrofébicas. Ademas son apropiadas para las aplicaciones en sistemas biolégicos
porque, al estar altamente cargadas, se reduce la atraccion por las células,
reduciéndose la unién inespecifica, ya que las uniones inespecificas son el
resultado de interacciones hidrofdbicas, lo que las hace apropiadas para su
aplicacién en experimentos sobre fagocitosis.

Por citometria de flujo podemos visualizar estas microesferas fluorescentes, la
intensidad de fluorescencia es suficiente para poder visualizar las particulas
individuales. Las pequefas dimensiones de estas esferas no afectan la sensibilidad
del citbmetro para las células, ya que no hay solapamientos entre esferas y células
en la discriminacién mediante la dispersion lateral (side scatter) y frontal de la luz
(forward scatter). En la Figura 7.1 se muestra un histograma biparamétrico donde
aparecen conjuntamente las microesferas y las células.
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Figura 7.1. Histograma biparamétrico de una suspension de
células sanguineas y microesferas fluorescentes.
Representa el tamafio celular o de particula frente a la
granulosidad. Las poblaciones celulares y las
microesferas se distinguen mediante la dispersién
lateral y frontal de la luz. La regién R1 recoge las
esferas libres y la region R2 incluye a los neutrofilos,
las células objeto de nuestro estudio.

7.2.10 Opsonizacién de las microesferas

La opsonizacion es el proceso por el que se hacen susceptibles las particulas a la
fagocitosis. La incubacion de particulas con opsoninas facilita la fagocitosis
mediante la interaccién con receptores especificos en las células fagociticas. En el
presente trabajo, se ha seguido la siguiente metodologia para la opsonizacién de
las particulas fluorescentes que seran fagocitadas:

Fueron mezclados suavemente 400 uL de HBSS con los cationes Ca®* y
Mg?* con 200 pL de suero humano en un tubo de vidrio cénico de 15 mL.

Se anadieron 12 pL de la suspension de microesferas fluorescentes y se
incub6é a 37 °C durante 30 minutos en bafio termostatado y una ligera
agitacion. Durante la incubacion el tubo permanecié cubierto de papel de
aluminio.

Se procedié a centrifugar la mezcla a temperatura ambiente, durante 3
minutos a 3500 rpm.

Se desecho el sobrenadante y el acimulo de microesferas fluorescentes fue
resuspendido en 1200 pL de HBSS con cationtes Ca®" y Mg?*.

Las microesferas fluorescentes ya opsonizadas fueron guradadas en la
oscuridad recubiertas de papel de aluminio.
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7.2.11 Control de la adherencia inespecifica

La adhesién de las particulas a fagocitar es precedida por un proceso activo de
movimiento celular (quimiotaxis) y profusion del citoplasma (pseudopodia), que esta
influenciado por factores solubles (endotoxinas, interleucinas, etc.). Este proceso, al
igual que la ingestion en la célula, depende de la temperatura y de la energia, entre
otros factores. Algunos autores, para corregir la adherencia inespecifica utilizan una
muestra control incubada a 4 °C, lo que inhibiria la fagocitosis pero no la adherencia
inespecifica (Santos et al., 1995). En nuestro caso, las células fueron fijadas
anadiendo 50 pL de paraformaldehido al 1% al pocillo control donde se esperaba
que no hubiese actividad fagocitica (0% fagocitosis). Este control constituyé la
referencia de la adherencia inespecifica en nuestras condiciones de ensayo (Figura

7.2).
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Figura 7.2. Comparacion mediante dos histogramas biparamétricos de la

fagocitosis de microesferas por neutréfilos en dos controles
diferentes. En el de la izquierda (nivel base de la fagocitosis)
las células fueron incubadas con microesferas durante 45
min a 37 °C. En el de la derecha (control de la adherencia
inespecifica) las células fueron fijadas con paraformaldehido
al 1% e inmediatamente incubadas con microesferas durante
45 min a 37 °C. En ninguno de los dos casos se anadioé LPS
u otra sustancia estimulante de la fagocitosis. En ambas
muestras se contaron 25403123 neutrdfilos vivos y solo se
muestran los unidos a esferas fluorescentes: 1556123 en el
control del nivel base de la fagocitosis y solamente 834+19
en el control de adherencia inespecifica.

7.2.12 Método operatorio

1. Se tomaron alicuotas de 200 pL de la suspensién de células fagociticas y se
pusieron en los 48 primeros pocillos de una microplaca de 96 pocillos de
fondo plano (los pocillos tienen capacidad para 300 yL). Durante el periodo
de incubacién, la agitacion fue continua para que la fagocitosis no quedase

limitada por la falta de contacto.

2. Se anadid el tratamiento (20 uL) en los pocillos designados como
tratamiento. En los controles negativos (nivel base de la fagocitosis y control
de la adherencia inespecifica) se puso 20 uL de HBSS con cationes. En los
pocillos designados como control positivo se afadio 20 yL de LPS (1
mg/mL). Se realizé una preincubacién de 10 minutos a 37 °C con agitacién
horizontal.

126




Capitulo 7. Actividad sobre la fagocitosis

2

9.

Se anadieron 20 uL de la solucion de microesferas fluorescentes a todos los
pocillos. En los pocillos indicados como control de la adherencia inespecifica
se anadieron a continuacion e inmediatamente 50 pL de paraformaldehido al
1%. Estos pocillos representaran el grupo de células donde no hay ningun
tipo de actividad fagocitica (0% fagocitosis).

Se incubo la placa a 37 °C con agitacién horizontal durante 45 minutos.

Se anadieron 50 pL de solucion Stop a 0 °C a cada pocillo de la placa.

-Se anadieron 2 L de la solucion de ioduro de propidio a cada pocillo de la
placa. Se alcanzé una concentracion final de ioduro de propidio de 10
pg/mL. Este compuesto se empleé con el propésito de permitir la
discriminacién de las células viables.

Se anadieron 20 pL de la solucion quenching a 0 °C a cada pocillo de la
placa.

Se afiadieron 50 uL de paraformaldehido al 1% en todos los pocillos menos
en los marcados como control negativo al que ya se le habia afiadido con
anterioridad.

Se hicieron las determinaciones planeadas en el citdmetro de flujo.

En la Figura 7.3 se muestra la distribucion de los controles y tratamientos a través
de la microplaca.
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Figura 7.3. Representacion esquematica de la distribucion de las muestras y

controles en una placa de microtiter de 96 pocillos.

7.2.13 Células estudiadas

El minimo de células estudiadas en total ha sido 50000, con un minimo de 20000
neutréfilos en la suspensiéon de leucocitos. Todas las medidas se han realizado
sobre la poblacién viable (negativa frente al ioduro de propidio).

7.2.14 Parametros analizados

Fueron registrados los valores de dispersién lateral de la luz (side scatter) y
dispersién frontal de la luz (forward scatter), la intensidad de la fluorescencia verde
(para las microesferas fluorescentes) y de la fluorescencia roja (para el ioduro de
propidio). La fluorescencia de las microesferas se midié entre los 515 y los 548 nm
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y la fluorescencia del ioduro de propidio sobre los 607 nm. La intensidad de
fluorescencia fue expresada como el valor de la media del canal de fluorescencia.

7.2.15 Calculos, expresion de los resultados y anélisis estadistico

El protocolo de analisis de los datos procesados fue realizado mediante los
histogramas que se recogen en las Figuras 7.1, 7.4 y 7.5. En el estudio de la
actividad de las muestras de aceite esencial sobre la fagocitosis se calcularon los
siguientes parametros:

1. Capacidad fagocitica (CF). Es el porcentaje de células vivas de una
poblaciéon que han fagocitado una o mas particulas.

2. Estimulacion de la fagocitosis (EF). Se refiere a la variaciéon en porcentaje
de la capacidad fagocitica (CF) en las células tratadas con respecto a las
células control. Se calcula de la siguiente forma:

(CF muestra—CF control)
CF control

x100

EF =

679

169
RS

T
109 101 102 102 104
Fluocrescencia roja Log

Figura 7.4. Histograma monoparamétrico de la fluorescencia roja del
ioduro de propidio (escala logaritmica) del total de células o
particulas. Se delimita la regiéon R6 para seleccionar las
células vivas. Las células con un valor de fluorescencia roja
superior al recogido en la region R6 se consideran muertas.
En nuestros experimentos la viabilidad celular siempre se
encontro por encima del 95 %.
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Figura 7.5. Histograma monoparamétrico de la fluorescencia verde (escala
logaritmica). En el histograma fueron aplicadas las regiones 2
(neutrdfilos) y 6 (células vivas). Es por ello que aqui solo se representa la
fluorescencia verde de los neutréfilos vivos. Se crearon diferentes
marcadores 0 regiones para seleccionar los distintos picos de
fluorescencia, segun se fagocitasen 1 (R5), 2 (R8), 3 (R9), 4 o mas
microesferas (R10). R3 comprende el total de neutréfilos que fagocitaron
microesferas.

Los analisis citométricos han sido grabados como archivos (listmodes) para
posteriormente ser reprocesados en un ordenador mediante el software
especializado Summit versiéon 4.2 para Windows. Los resultados fueron resumidos
en tablas donde se recogié el efecto de diferentes concentraciones de aceite
esencial sobre el parametro “estimulacion de la fagocitosis”. Los datos reflejaron las
medias + desviacion estandar (DE) de cuatro experimentos independientes. Las
comparaciones entre los diferentes tratamientos y los controles se realizaron
mediante un analisis de varianza (one-way ANOVA) seguido de una prueba Dunnett
(Dunnett’s test). Como nivel de significacion se tomd una p<0.05. La concentracion
inhibitoria 50 % (ICso) fue calculada cuando fue posible por interpolaciéon en una
curva dosis-respuesta construida mediante una regresion no linear que seguia un
modelo de curva sigmoidea. Esta curva se obtuvo de graficar la estimulacion de la
fagocitosis (%), versus el logaritmo de la concentracion del aceite esencial (pg/mL).
Para la realizacion de los calculos y el andlisis estadistico se utilizé el software
Graphpad, Prism versioén 5.0 para Windows (San Diego, CA, USA).

7.3 Resultados

El efecto de las muestras ensayadas sobre la fagocitosis se resume en la Tabla
7.2. Como control positivo se emplearon lipopolisacaridos bacterianos (LPS) de E.
coli. La Tabla 7.3 muestra la relacion entre las concentraciones expresadas en %
v/v y las concentraciones expresadas en ug/mL.
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Tabla 7.2. Resultados de los ensayos de fagocitosis.

Estimulacioén de la fagocitosis (%)

Conc.

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Bornilo +
%, viv Arbol del t¢  Isobornilo Cayeputi Cilantro Clavo Clavo Eugenol Enebro Estragon  Jengibre Laurel
(terpenos)
(acetato)

0,00 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Control (+) 54,2+15,7*  33,6+#1,7*  40,9+5,3*  23,2+5,0* 52,7+31,0* 90,8+17,2* 73,6+14,7* 26,5+1,9* 42,7+19,5* 69,4+2,8* 49,0+2,8*
Ad. Inesp. -67,4%15,3* -59,5+4,7* -43,3%x2,5* -61,6+15,3* -74,5+2,9* -49,3+6,8* -61,7£10,0* -62,1+2,4* -59,2+11,1* -64,5+7,1* -65,2+2,5*
78x10"  -18,8£19,6 1,943,5 5,2+2,3 -1,3+8,8 -1,7+8,0 6,5£1,5 -1,4+1,7 0,4£0,1 -3,611,1 -1,7£3,5  3,844,2
78x10° 14,1132 4,0+4,2 7,0£2,9 0,0+10,7 1,4+7,3 4,9+0,5 -0,7+4,0 -1,3+0,5 0,2+3,3 1,9+3,4 5,3+2,2
78x10°  -19,2+20,1 4,942,6 9,443,3* 1,217,6 -1,146,0 3,4£1,6 -1,4+3,2 0,2+1,2 0,6+3,6 3,1£2,6 4,2+1,1
1,6x 10" -8,4+14,7 2,844 10,3+1,3* 3,56¢10,5 2,489 ns 6,6+1,9 0,3+3,4 -0,2+0,8 -0,2+2,9 2,246,6 3,6+3,5
3,1x10*  -10,1£10,2 4,5+0,4 11,0+3,3* 4,918,6 8,2+10,3 9,3+0,7 0,1+4,1 -3,3%3,1 1,5+3,3 -1,345,8 0,0+3,4
6,3x 10"  -13,2+134 -0,2+¢7 1 4,5+4,5 2,0+7,4 0,1+16,4 9,1£1,5 -1,4+3,6 -10,4+0,8*  -1,1#4,5 -2,3+6,8 1,9+3,4
1,3x10°  -17,7x16,7 0,66,1 7,5£3,1 4,849,2 -14,8£14,2  22,5+1,1% -1,8%4,3  -14,045,0* -0,5+3,7  -17,5£1,1* 1,4%3,2
25x10°  -24,5+17,1 -0,1+6,6 2,2+2.2 -1,5¢76  -18,2+12,6  13,2+1,6* -20,7+3,1* -24,3+10,5* -52+0,9 -19,4%1,0* -24,6+3,0"
50x10° -352420,2* 21,3%2,6* 4,148,7 -12,8+2,2 -36,1£15,5" -14,6+£1,7* -29,4+52" n/a -12,9+1,4 -28,5+1,4* -38,7+3,1*

1Cs0 pg/mL

*Diferencias significativas (p<0.05). Ad. Inesp: Adherencia inespecifica. n/a Valor no disponible.
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Tabla 7.2. Continuacion.

Estimulacioén de la fagocitosis (%)

Aceites esenciales, sus fracciones o sustancias constituyentes

Conc. - -
%, viv Limon Limon Niauli Nuez moscada Nuez moscada Orega~n0 Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol
(terpenos) (terpenos) Espafiol
0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Control (+) 45,6+16,2* 50,5+7,9* 113,2423,9* 90,745,7* 37,015,5* 43,742,2* 71,2454  89,2+4,5* 51,5#3,0* 40,6+2,2* 52,5+10,6*
Ad. Inesp. -67,6£2,0* -48,7+0,9* -69,4+14,6* -67,1+14,7* -63,0+2,3* -50,9+2,4* -52,2+2 4* -56,0£2,9* -59,6%4,3* -59,7+9,9* -32,5+12,0*
7,8x107 -3,75,2 3,410,3 2,3+2,6 0,6+3,3 -0,616,4 4,412 4 4,5+2.8 0,8+2,6 1,7+3,3 0,0+3,0 -10,6+11,2
7.8x10° 0,045,6 4,7+2,0 3,2£3,0 1,6+3,4 2,146,3 13,1+4,4*  19,9+0,8" 0,6+3,2 3,945,3 4,5+0,9 -43,3+4,9
7,8x10° -1,9+7,3 4,2+3,0 -0,1+4,7 0,8+3,0 9,244,3 16,3+3,0*  16,6+2,8" 2,8+2,0 4,8+1,8 2,54 .4 -52,6+9,5*
1,6 x 10™ -3,3+6,4 4,212 1 -10,546,8 0,3+2,6 10,916,5 16,2+2,8*  17,2+2,6* 3,0+1,2 4,4+3,3 2,3t54  -42,6+16,9*
3,1x10* 0,0+7,6 6,1£2,0 -32,0+25,0 1,7+£3,4 9,17,2 9,8+1,5* 10,4+1,5* 1,2+3,8 2,719 3,542,2 -52,6+0,1*
6,3x 10"  -3,7410,3 4,7+0,8 -47,6+£31,5* 0,3+3,3 -11,5£14,0 0,9+2,6 2,726 1,044 6,0+1,5 -4,0+2,4  -74,2425,6*
1,3x10°  -0,5¢12,7 6,412.4 -43,1+22,8* -19,5+1,4* -7,2+8,4 0,0+4,0 0,6+4,3 0,5+3,9 5,015,3 3,745,3  -77,84+20,0*
25x10°  -151+12,3 4,6+1,4 -38,7+9,4* -30,3+1,3* -24,9+11,7* -8,8+4,3* -6,1£2,3*  -10,5+2,5* 7,6+3,1* -20,8+2,7* -69,3+26,9*
50x10° -41,0£14,2* -9,7+64*  -39,1+283* -33,8+2,7* -38,5+2,0* -16,242,2*  -14,9+4,1* -22,1+1,9* -11,3+2,5* -38,0¢1,0¢ -72,2+25,0*
ICs50 ug/mL --- --- - --- --- --- --- --- -—- --- 1,55,0

*Diferencias significativas (p<0.05). Ad. Inesp: Adherencia inespecifica. n/a Valor no disponible.
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Tabla 7.3. Equivalencias entre las concentraciones expresadas en % (v/v) y las concentraciones expresadas en pug/mL.

Equivalencias entre concentraciones expresadas en % (v/v) y las expresadas en pg/mL

Concentracion (pg/mL)

Concentraciéon Bornilo + Cl
%, viv Arbol del t¢ Isobornilo  Cayeputi Cilantro Clavo (terpz\rll(z)s) Eugenol Enebro Estragon  Jengibre Laurel
(acetato)
7,8 x 107 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
7,8x10° 0,08 0,09 0,07 0,07 0,08 0,07 0,09 0,07 0,07 0,07 0,07
7,8 x10° 0,75 0,87 0,73 0,71 0,79 0,71 0,90 0,70 0,73 0,73 0,72
1,6 x10™ 1,50 1,75 1,46 1,42 1,58 1,42 1,80 1,40 1,46 1,47 1,43
3,1x10" 3,00 3,49 2,92 2,85 3,15 2,83 3,60 2,80 2,93 2,94 2,86
6,3x10™ 6,00 6,99 5,84 5,69 6,30 5,67 7,20 5,60 5,85 5,88 5,72
1,3x10° 12,00 13,98 11,69 11,39 12,60 11,34 14,40 11,20 11,70 11,75 11,44
2,5x10° 24,00 27,95 23,38 22,78 25,20 22,68 28,80 22,40 23,40 23,50 22,88
5,0x10° 48,00 55,90 46,75 45,55 50,40 45,35 57,60 44,80 46,80 47,00 45,75
%, viv Limon Limon Niauli Nuez moscada Nuez moscada Orega_no Carvacrol Palmarosa Romero Tomillo rojo Timol
(terpenos) (terpenos) Espafiol
7,8 x107 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
7,8 x10° 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,09
7,8 x10° 0,70 0,68 0,73 0,72 0,69 0,77 0,81 0,75 0,76 0,74 0,87
1,6 x10* 1,41 1,36 1,46 1,45 1,37 1,54 1,63 1,49 1,51 1,47 1,74
3,1x10* 2,82 2,72 2,92 2,90 2,74 3,07 3,25 2,98 3,03 2,95 3,49
6,3x 10™ 5,63 5,44 5,84 5,79 5,48 6,14 6,51 5,97 6,05 5,89 6,98
1,3x10° 11,26 10,88 11,68 11,59 10,96 12,29 13,01 11,94 12,10 11,79 13,95
2,5x10° 22,53 21,75 23,35 23,18 21,93 24,58 26,03 23,88 24,20 23,58 27,90
5,0 x 10° 45,05 43,50 46,70 46,35 43,85 49,15 52,05 47,75 48,40 47,15 55,80
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7.4 Discusion

Los ensayos de estimulacion de la fagocitosis arrojaron resultados relativamente
homogéneos para el conjunto de aceites esenciales, fracciones o componentes
puros estudiados (Tabla 7.2), ya que la mayor parte de estas sustancias inhibi6 la
fagocitosis. Excepcionalmente, algunos constituyentes o fracciones de aceites
esenciales mostraron cierto efecto estimulante sobre la fagocitosis. La mezcla de
acetato de bornilo + acetato de isobornilo estimuld la fagocitosis de forma
moderada pero significativa (21,3%) a la maxima concentracion ensayada (55,90
pg/mL). Por su parte, los terpenos del clavo, compuestos mayoritariamente por -
cariofileno (83,0%), estimularon también de forma moderada la fagocitosis a las
concentraciones de 11,34 y 22,68 pg/mL, mientras que la inhibieron a la
concentracién mas alta ensayada (45,35 ug/mL), mostrando asi un comportamiento
complejo.

Algunos autores han encontrado efectos estimulantes sobre la fagocitosis en
algunos aceites esenciales como Rheum palmatum, Allium sativum y Houttuynia
cordata (Zhang et al., 1997; Gu et al., 2010; Jin, 2012). También compuestos como
el acetato de citronelilo y el acetato de linalilo han estimulado la fagocitosis en
experimentos publicados (Gozsy & Kato, 1958). El ajo (Allium sativum L) en
particular posee reportes de uso medicinal que se remontan por lo menos a 1500
afios antes de Cristo cuando los antiguos egipcios la empleaban en el tratamiento
de heridas, infecciones, tumores y parasitos intestinales (Gu et al., 2010).

Los aceites esenciales de cayeputi, estragén y cilantro no manifestaron actividad
alguna sobre la estimulacion de la fagocitosis a las concentraciones ensayadas, o
esta actividad fue tan baja que puede ser despreciada. En la literatura hemos
encontrado varios ejemplos de aceites esenciales que no exhibieron ningun efecto
sobre la actividad fagocitica de macréfagos humanos, de peces o murinos. Entre
estos aceites esenciales se encuentran el de Lavandula angustifolia, el de
Origanum minutiflorum o los compuestos puros como el alcanfor, el mentol o el 1,8-
cineol (Goldstein et al., 1976; Karagouni et al., 2005; Serafino et al., 2008). Sin
embargo, en nuestro caso, la mayoria de los aceites esenciales, sus fracciones, o
componentes puros ensayados mostraron una actividad inhibitoria sobre la
estimulacion de la fagocitosis en mayor o menor medida. A la mayor concentracion
ensayada, los aceites esenciales de nuez moscada, clavo, niauli, arbol del té,
laurel, limén, tomillo rojo y jengibre alcanzaron o sobrepasaron el 25% de inhibicién
de la estimulacion de la fagocitosis (Figura 7.6). También alcanzaron o
sobrepasaron un 25% de inhibicion de la estimulacion de la fagocitosis los terpenos
de nuez moscada, el eugenol y el timol.

El timol (Figura 7.7) resulté ser la mas activa de las sustancias estudiadas y la
Unica donde se pudo calcular la ICsy de inhibicion de la estimulacién de la
fagocitosis con un valor de 1,5 pg/mL. El timol, en la bibliografia, aparece reportado
mas como un promotor moderado de la fagocitosis, pero los resultados no fueron
obtenidos in vitro sino in vivo y utilizando la aplicacién tépica como via de
administracion (Kato & Gozsy, 1955). El timol constituye un 50,0% del aceite
esencial de tomillo rojo, por ello fue Iégico encontrar en dicha esencia una inhibicion
superior al 25% de la estimulacién de la fagocitosis a la maxima concentracion
ensayada.
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Figura 7.6. Estimulacion de la fagocitosis (%, mediatDE) por los aceites
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Figura 7.7. Estimulacion de la fagocitosis (%, mediatDE) por la mezcla de
acetato de bornilo + acetato de isobornilo, el aceite esencial de
tomillo rojo y el timol.

El eugenol, principal componente del aceite esencial de clavo (81,5%), manifestd en
nuestros experimentos un efecto inhibitorio sobre la estimulacién de la fagocitosis
(Figura 7.8). Este compuesto ha sido examinado en varios articulos de la
bibliografia con resultados disimiles aunque no necesariamente contradictorios.
Evaluaciones in vitro del eugenol por algunos autores resultaron en una disminucién
de la fagocitosis o de los pasos previos de esta (Segura et al., 1998; de Oliveira-
Mendes et al., 2003). Otros experimentos también in vitro, encontraron sin
embargo, que macréfagos que habian sido previamente tratados con nicotina y con
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capacidad fagocitica disminuida la recuperaban con el tratamiento con eugenol
(Mahapatra et al., 2011). Tampoco es el eugenol el Unico aceite esencial o
componente puro que en la literatura se refiere como inhibidor de la fagocitosis,
pues también lo hacen in vitro el 3-careno, el foliol, el linearol y el aceite esencial de
Ocimum basilicum (Johansson & Lundborg, 1997; Courreges & Benencia, 2002; de
las Heras et al., 2007).

=== Eugenol %

Estimulacion de la fagocitosis (%)

— Aceite esencial de clavo

Figura 7.8. Estimulacion de la fagocitosis (%, mediatDE) por el aceite esencial
de clavo y el eugenol.

El limoneno, que constituye el 70,3% del aceite esencial de limén y el 69,1% de los
terpenos de limén, ha mostrado, en ensayos in vivo e in vitro, un efecto estimulante
de la fagocitosis o de recuperacién de la capacidad fagocitica en macréfagos que la
tenian disminuida (Gozsy & Kato, 1958; Hamada et al., 2002; del Toro-Arreola et
al., 2005). Estos resultados no coincidieron con los nuestros, pero es importante
resaltar que el tipo de células y las metodologias utilizadas en esos ensayos fue
diferente. Los aceites esenciales de enebro, romero, palmarosa, orégano y los
terpenos de limén, junto al carvacrol también inhibieron la estimulacién de la
fagocitosis en forma significativa aunque no alcanzaron el 25% de inhibicion a la
maxima concentracién ensayada. La actividad del carvacrol fue menor que la de su
isémero, el timol (Figura 7.9).

En ciertas ocasiones, una actividad fagocitica disminuida por el efecto de los
aceites esenciales podria ser una buena estrategia para reducir la morbilidad y la
intensidad con que cursa una enfermedad. Se tiene evidencia de que en algunos
casos los agentes patégenos son capaces de neutralizar las funciones protectoras
de los neutrdfilos y en vez de proteger los neutrdéfilos se convertirian en promotores
de la enfermedad. La causa estaria en que la invasién celular lograda mediante el
proceso fagocitico permitiria en ciertas infecciones una proliferacion y proteccion
del agente patdgeno en el interior de los propios neutréfilos. Se ha identificado este
mecanismo de infecciébn en la leishmaniasis, la Chlamydia pneumoniae, el
Mycobacterium tuberculosi, el virus de Epstein-Barr y el citomegalovirus (Appelberg,
2007). Confirma esta hipotesis que una reduccion selectiva del numero de
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neutrofilos mediante la administracion de anticuerpos monoclonales tuvo un efecto
protector en ratones infectados con Chlamydia pneumoniae (Rodriguez et al.,
2005).
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Figura 7.9. Estimulacion de la fagocitosis (%, mediatDE) por los compuestos
eugenol, timol y carvacrol.

Por otro lado, los antibidticos son conocidos moduladores sobre muchos de los
componentes del sistema inmune; efectos que amplian y complementan sus mas
conocidas propiedades antibacterianas. Por ejemplo, los antibioticos del grupo de
los macrolidos causan una reduccién significativa de la respuesta quimiotactica a
las citoquinas. Este fendmeno tiene como resultado una disminucién marcada de la
neutrofilia en las vias respiratorias de pacientes con distintas enfermedades
inflamatorias pulmonares (Altenburg et al., 2011). Hace mas de cuatro décadas,
Forsgren y Schmeling (1977) habian reportado una inhibicién similar de la
quimiotaxis en neutrdéfilos que era provocada por la rifampicina, las tetraciclinas y el
cloranfenicol.

Se puede decir que existe un conjunto de evidencias que indican que los
antibidticos y los aceites esenciales poseen modos de accion que no estan ligados
a su actividad antimicrobiana cuando actuan frente a una infeccion. Ademas, los
neutréfilos expresan los receptores Fc que son responsables de la fagocitosis y la
muerte intracelular de los patégenos microbianos que han sido opsonizados. La
actividad de los receptores Fc puede ser bloqueada por los inhibidores de ROS y
por los inhibidores del sistema H,O,-mieloperoxidasa-cloruros (Fialkow et al., 2007).
Coincidentemente, la inhibicién de la produccién de ROS y del sistema H,O,-
mieloperoxidasa-cloruros por los aceites esenciales ha sido reportada por nuestro
grupo en estudios preliminares (Pérez-Rosés et al., 2007; Pérez-Rosés et al.,
2012). Todo lo anterior demuestra la consistente relacion que existe entre la
inhibicion de ROS vy la reduccion de la fagocitosis.

Muchos aceites esenciales poseen una probada actividad anti-inflamatoria in vivo e
in vitro. Una parte de los efectos anti-inflamatorios podrian estar mediados por un
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efecto inmunomodulador, inhibidor del proceso fagocitico. Los macréfagos y
neutréfilos son una parte integral del sistema immune y juegan un papel importante
en la iniciacion y regulacién de la respuesta inmune. La fagocitosis en macréfagos y
neutréfilos va generalmente acompafiada de una explosién oxidativa. Aunque estas
células son criticas para el control y la eliminacion de un amplio numero de
patégenos, ellas también pueden producir dafio asociado con la generacion de
productos téxicos.

En el momento de la infeccion los macréfagos son activados y se incrementa la
actividad fagocitica junto a la liberacién de citocinas y otros intermediarios reactivos
que activan también el NF-kB, llevando a la sintesis de varias citocinas
inflamatorias y la iINOS (Chaurasia et al., 2010). El efecto inhibitorio sobre la
fagocitosis podria explicar una parte de los efectos anti-inflamatorios de muchos
aceites esenciales (Courreges & Benencia, 2002). Puesto que la inflamacién es
reconocida como un elemento patogénico en el devenir de muchas enfermedades,
la inmunomodulacién de la fagocitosis mediante fitofarmacos puede resultar un
atractivo enfoque terapéutico para el tratamiento de numerosas enfermedades. En
otros casos, por ejemplo, las propiedades inmunosupresoras de algunas sustancias
se asocia a otros efectos como pueden ser las propiedades anti-diabéticas. La
glibenclamida es un ejemplo de anti-diabético que inhibe la expresion de la iNOs y
la funcion de los macrofagos en general (Wu et al. 1995).

Los aceites esenciales por nosotros estudiados resultaron ser en su mayoria
inhibidores in vitro de la fagocitosis por neutréfilos. Presentaron por lo general una
actividad que fue modesta pero que resultd ser estadisticamente significativa,
siendo el timol la sustancia con mayor actividad inhibidora. Es de destacar que el
carvacrol manifestd un comportamiento claramente diferenciado de su isdmero
posicional, el timol. El carvacrol fue menos activo que el timol.
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Actividad antioxidante de los Tween

8.1 Introduccion

Los detergentes no idnicos del grupo de los Tween® (polisorbatos) son
ampliamente utilizados en el laboratorio. Sirven como emulsionantes para
sustancias lipdfilas y puesto que han demostrado ser menos téxicos que los
tensioactivos idnicos para las membranas biolégicas, suelen estar entre los
preferidos (Davis et al., 1970). Ademas, al ser mas hidrofébicos, los detergentes no
idnicos poseen mayor capacidad para disolver los farmacos poco solubles, son
emulsionantes muy eficientes, y pueden ser empleados en los sistemas de
administracion de farmacos. El Tween-80 y el Tween-20 tienen estructuras y
propiedades similares. Estructuralmente, ambos poseen una porcion hidrofilica
(sorbitol polietoxilado) y una porcién hidrofébica (restos de acido oleico o laurico).
En soluciones acuosas tienden a autoagregarse y cuando sobrepasan la
concentracién micelar critica forman particulas coloidales, o sea, micelas esféricas
hidrofilas por fuera y lipofilas por dentro. El tamafo de las particulas varia entre 5y
25 nm en dependencia de las propiedades fisicoquimicas del medio. Debido a su
naturaleza facilitan la dispersién de una gran variedad de materiales inmiscibles.

En nuestro caso, el Tween 20 y el Tween 80 se seleccionaron inicialmente como
agentes coadyuvantes para disolver los aceites esenciales en medios acuosos,
debido a su amplio uso con esta finalidad en experimentacién farmacolégica, como
queda patente en la bibliografia (Moura-Rocha et al., 2011; Valim-Araujo et al.,
2011; Weiszhar et al., 2012).
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Ambos se utilizan ampliamente como tensioactivos de uso farmacéutico en
diferentes preparaciones orales y parenterales. Su aplicacion intravenosa esta
aprobada por la Agencia Europea del Medicamento (Weiszhar et al., 2012).
Sorprendentemente, se sabe muy poco acerca de como los surfactantes afectan a
las células o los procesos enzimaticos. La idea que predomina es que mas alla de
una cierta concentracion critica son téxicos debido a su efecto deletéreo sobre las
biomembranas. Sin embargo, otros efectos menos evidentes de los polisorbatos
también han sido reportados (Hunzicker, 2009).

Varios tensioactivos no idnicos se han demostrado capaces de inhibir a ciertas
proteinas transportadoras y los Tween han sido reportados con actividad sobre
diversas bombas de transporte (Rege et al., 2001; Rege et al., 2002). El Tween-80
inhibe la proliferacion linfocitaria inducida por la Concanavalina A y estudios
recientes sefialan al propio Tween-80 como capaz de influir en la actividad de los
canales iénicos y el crecimiento celular. Los resultados publicados muestran como
el Tween-80 disminuye significativamente la actividad de los canales de cloruro
regulados por volumen y detiene a las células en la fase G0/G1 del ciclo celular
ademas de inhibir la proliferacién de una gran variedad de tipos celulares (Du et al.,
2011).

El Tween-80 cuando es utilizado como excipiente también puede influir en las
propiedades toxicolégicas y farmacoldgicas de los medicamentos. Las reacciones
de hipersensibilidad, tipicas de las reacciones anafilacticas no inmunes (pseudo-
alergias), se caracterizan por la liberacién de histamina y de anticuerpos IgE. Un
grupo de estas reacciones de hipersensibilidad han sido asociadas al Tween-80 en
medicamentos que lo conteian (Ardavanis et al., 2004; Coors et al., 2005; Price &
Hamilton, 2007).

Algunos de estos efectos adversos pueden ser etiolégicamente relacionados con la
activacion del complemento a través de las vias clasica y alternativa (Weiszhar et
al., 2012; Qiu et al., 2013). Ademas, en algunos ensayos enzimaticos el Tween-20 y
el Tween-80 han mostrado cierta actividad inhibidora o estimulante. Por ejemplo,
una mutanasa extracelular producida por la cepa MP-1 del Paenibacillus
curdlanolyticus fue estimulada por la adicion de Tween-20 y Tween-80
(Pleszczynska et al., 2012).

En los primeros ensayos realizados en este trabajo utilizando Tween 20 y Tween
80, se observd que presentaban actividad inhibidora de la produccion de ROS en
neutréfilos humanos, y podian interferir, por tanto, en los resultados obtenidos con
los aceites esenciales. Por este motivo, y debido al interés y la novedad de estos
resultados, se valord la capacidad de captacion de radicales libres del Tween 20 y
el Tween 80 mediante el ensayo del DPPH y el efecto de estos compuestos sobre
la actividad de la enzima MPO. Las concentraciones ensayadas fueron las que
habitualmente se refieren en la bibligrafia cuando se emplean como coadyuvantes
de disoluciéon en experimentacién farmacoldgica. Los resultados obtenidos se
presentan en este capitulo.
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8.2 Materiales y métodos

8.2.1 Ensayo de la actividad antioxidante por el método del DPPH

En este ensayo se siguié la metodologia anteriormente descrita para los aceites
esenciales (ver capitulo 3, apartado 3.2.1). Las concentraciones de Tween 20 y
Teeen 80 ensayadas se situaron en un rango entre 0 y 1% (v/v).

8.2.2 Ensayo de la actividad sobre la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en neutrdfilos humanos

En este ensayo se siguié la metodologia descrita para los aceites esenciales en el
capitulo 3 (apartado 3.2.2). Las concentraciones de Tween 20 y Teeen 80
ensayadas se situaron en un rango entre 0y 1% (v/v).

8.2.3 Ensayo de la actividad mieloperoxidasa (MPO) en ausencia de células

Se sigui6 igual metodologia que la descrita en el ensayo de actividad de la MPO en
ausencia de células descrita en el capitulo 4, apartado 4.2.1. Las concentraciones
de Tween 20 y Teeen 80 ensayadas se situaron en un rango entre 0 y 0,5% (v/v).

8.3 Resultados

Los resultados de los ensayos realizados se recogen en las Tablas 8.1y 8.2.

Tabla 8.1. Actividad inhibidora del Tween 80 y el Tween 20 sobre el DPPH y la produccion
de ROS en neutréfilos humanos estimulados con PMA o H,0..

Sustancia Concentracion Inhibicion (%)
% (vIv) pg/mL DPPH’ ROS-PMA ROS-H,0,
Tween 80 0,00 0,00 0,0+£0,0 0,0£0,0 0,0+£0,0
1,0x10™ 1,06 0,8+0,9 6,314,6* 7,1+£2,2*
1,0x10° 10,60 1,3%1,9 15,6+3,7* 13,3+1,4*
1,0x 102 106,00 0,9%1,2 29,3+2,7* 26,014,9*
1,0x 10" 1060,00 5,1+3,2* 43,2+4,9* 38,8+1,3*
10,0 x 10™ 10600,00 3,0£1,9 52,8+0,8* 53,244,7*
ICs0 (Mg/mL) 8674,9t8357  8785,6+2040,8
Tween 20 0,00 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
1,0x10™ 1,1 2,1+1,4 9,0+5,3 * 7,5+2,5
1,0x 107 11,0 3,312,6 24,0£3,9* 12,6+3,3
1,0x 10® 110,0 2,724 38,9+3,7 26,9+11,3 *
1,0x10™ 1100,0 4,2+2 3* 54,2458 * 56,0+£3,8 *
10,0 x 10™ 11000,0 2,6£0,5 65,5+2,9 * 75,3+3,1*
ICs0 pg/mL --- 903,5+206,3 1492,9+101,4
Quercetina
ICs0 pg/mL 10,5+4,6 7,61£2,6 4,3+2,0

Los valores de inhibicién del DPPH (n = 4) y los valores de inhibicién de la produccién de ROS en neutréfilos
humanos (n=6) se expresan como media + desviacion estandard (%).

*Diferencias significativas en relacién al grupo control (p<0,05).

La viabilidad celular media en los ensayos de ROS fue del 95%, con excepcién de la maxima concentracion
ensayada de ambos Tween, donde la viabilidad media fue del 90%.
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Tabla 8.2. Actividad inhibidora del Tween 20 y el Tween 80 sobre la MPO en
ausencia de células.

Sustancia Concentracion Inhibicion (%)
% (vIv) Hg/mL

Tween-20 0,0000 0,0 0,0£0,0
0,0001 1,1 -1,0+2,3
0,0005 55 0,6+1,0
0,0050 55,0 -20,0+0,8 *
0,0500 550,0 -78,3+1,8*
0,0625 687,5 -84,8+1,8 *
0,1250 1375,0 -105,2+1,9 *
0,2500 2750,0 -128,0+1,4 *
0,5000 5500,0 -105,3+3,6 *

Tween-80 0,0000 0,00 0,0+0,0
0,0001 1,06 0,2%1,0
0,0005 5,30 -0,610,5
0,0050 53,00 -37,7x1,4*
0,0500 530,00 -64,3+1,4 *
0,0625 662,50 -80,6+0,9 *
0,1250 1325,00 -90,3+2,3 *
0,2500 2650,00 -85,0+2,0 *
0,5000 5300,00 -57,6+£2,0 *

Quercetina

ICs0 (Hg/mL) 1,0+0,3

Los valores de inhibicidon se expresan como media + desviacion estandar, (n= 4).
*Diferencias significativas en relacion al grupo control (* p<0,05).

8.4 Discusion

El Tween-20 y el Tween-80 son dos tensioactivos no iénicos ampliamente utilizados
en el laboratorio. Existe una extensa literatura cientifica que cita su uso en gran
variedad de ensayos y experimentos de laboratorio. Sin embargo, la actividad
intrinseca de estos dos detergentes no idnicos no ha sido suficientemente
investigada, de ahi el interés y la novedad de los resultados que aqui se presentan.

Como se muestra en la Tabla 8.1 el Tween-20 y el Tween-80 no mostraron
actividad frente al radical libre estable del DPPH. Este resultado sugiere que estos
compuestos tienen una capacidad muy limitada de captacién de radicales libres. La
actividad en torno al 5% que aparece en alguna de las concentraciones estudiadas
no tiene ningun significado practico. La capacidad de captar radicales libres en el
ensayo del DPPH esta vinculada a la capacidad de una sustancia o grupo de
sustancias de donar hidrégeno. Esta capacidad como se ha demostrado esta
ausente en el Tween-20 y el Tween-80.

Los resultados de los ensayos de inhibicién de la produccién de ROS en neutréfilos
humanos estimulados se muestran en la Tabla 8.1 y la Figura 8.1. El Tween-20 y el
Tween-80 inhibieron la produccién de ROS en neutréfilos estimulados con PMA o
H,O, a todas las concentraciones ensayadas. El Tween-20 fue mas activo que el
Tween-80 en ambos experimentos. EI Tween-20 mostré una mayor actividad
inhibidora sobre las células estimuladas con PMA que sobre las células estimuladas
con H,0O,. La ICs, para el Tween-20 fue de 0,9 mg/mL en células estimuladas con
PMA y de 1,5 mg/mL en células estimuladas con H,O,. Estas concentraciones
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equivalen a un 0,08% (v/v) y un 0,14% (v/v) respectivamente. Por su parte el
Tween-80 mostré una actividad similar en ambos ensayos. La IC5 fue de 8,7
mg/mL en las células estimuladas con el PMA y de 8,8 mg/mL en las células
estimuladas con H,O,. Estas concentraciones equivalen a un 0,82% (v/v) y un
0,83% (v/v) respectivamente. La viabilidad celular fue siempre mayor del 95% por lo
que el efecto biolégico observado no estaba relacionado con una posible accién
perjudicial sobre las biomembranas.
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Figura 8.1. Inhibicion (%, media £DE) de la produccion de ROS en neutrofilos
humanos estimulados con PMA y H,O, por el Tween-20, el Tween-
80 y la quercetina.

No se puede proponer un mecanismo de accion a partir de los resultados
obtenidos. A pesar de ello la inactividad frente al DPPH sugiere que la accion
antioxidante del Tween-20 y el Tween-80 sobre la produccion de ROS no esta
relacionada con la capacidad de estos compuestos de eliminar los radicales libres;
es mas probable que se produzca algun tipo de interaccién biolégica.

Las concentraciones de Tween que fueron ensayadas en nuestro trabajo variaron
entre el 0,0001% vy el 1,0% v/v. Este amplio recorrido cubriria la mayor parte de los
reportes encontrados en la literatura sobre el empleo de los Tween en farmacologia
experimental. No obstante, a pesar de ser infrecuentes, es posible encontrar en la
literatura cientifica referencias al uso de los Tween a concentraciones de hasta el
12% v/v (Maruyama et al., 2005; Moura-Rocha et al., 2011a; Moura-Rocha et al.,
2011b; Valim-Araujo et al., 2011).

Otras actividades biologicas del Tween-20 o el Tween-80, distintas a las aqui
ensayadas, ya han sido reportadas en la literatura. Ademas del conocido efecto
perjudicial sobre las biomembranas cuando se alcanza una concentracion critica, se
han encontrado actividades de otra naturaleza cuando se emplean a las
concentraciones habituales de uso como emulsionantes. Por ejemplo, se ha
demostrado que el Tween-80 inhibe la hidroxilacion microsomal de diferentes
sustratos y aumenta la reduccién del Citocromo C por el NADPH (Burke et al.,
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1975; Sanghvi et al., 1982). El Tween-80 fue ademas capaz de inhibir la P-
glicoproteina (un péptido transportador del intestino humano y de otros tejidos) y los
canales de cloruro regulados por volumen, implicados en la regulacion del ciclo
celular en las células de mamifero (Rege et al., 2002; Zhang et al., 2003, Du et al.,
2011). Por su parte el Tween 20 funcioné como inhibidor de la enzima violaxantina
de-epoxidasa, una enzima del ciclo de las xantéfilas en las plantas, ciclo que
participa en la disipacion del exceso de energia luminosa como calor (Kuwabara et
al., 1998).
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Figura 8.2. Estructura del Tween 20 y el Tween 80.
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Figura 8.3. Estructura del lipido A.
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Una posible relacion de los efectos del Tween con los procesos de inflamacién o de
produccion de ROS se encuentra en el hecho de que existe cierta semajanza
estructural entre los Tween (especialmente del Tween 20) y el lipido A de los
polisacéaridos de las bacterias gram-negativas (Figura 8.2 y Figura 8.3). Esta idea
ya habia sido sugerida por Hunzicker (2009). Una vez dentro de la célula, los
Tween también podrian liberar acidos grasos que activen o inhiban los receptores
tipo Toll y el NF-kappa B en funcidon del receptor, tipo de célula o el 4cido graso en
concreto del que se trate, asi fue demostrado por Lee et al. (2004). En relacién con
los procesos de inflamacion, los Tween también han evidenciado su capacidad de
causar la activacion del complemento a través de las vias clasica y alternativa
(Weiszhar et al., 2012; Qiu et al., 2013).

La actividad del Tween-80 y el Tween-20 sobre la MPO aislada se muestra en la
Tabla 8.2 y la Figura 8.4. Ambos detergentes estimularon significativamente la
MPO a concentraciones que oscilan entre el 0,005% y el 0,5% (v/v). Este resultado
es completamente nuevo y no se habia informado de él previamente en la literatura.
Sin embargo, Kim et al. (2007) ya habian citado un aumento de la actividad de la
peroxidasa de rabano picante en presencia del Tween-80. Los autores sugieren que
el efecto podria ser debido a un mayor acceso al sustrato o a una disminucién de la
inactivacion de la enzima causada por los radicales libres o la adsorcion de los
productos de la reaccion.
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Figura 8.4. Inhibicion (%, media £DE) de la MPO por el Tween-20, el Tween-80
y la quercetina.

En conclusién, los datos experimentales aportados muestran que los detergentes
no ionicos Tween 20 y Tween 80 tienen actividad antioxidante; particularmente en
los ensayos sobre la produccion de ROS en neutréfilos estimulados con PMA o
H,O,, y sobre la actividad de la MPO. Estas actividades se manifestaron a
concentraciones a las que por lo general se aplican como emulsionantes en la
farmacologia experimental. La amplitud del empleo de los Tween hace aconsejable
evaluar cuidadosamente su posible influencia sobre los resultados esperados
cuando se realiza el disefio experimental.
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Discusion general y conclusiones

9.1 Discusidén general

Los aceites esenciales tienen una presencia muy extendida en la industria y la vida
diaria. Nos interesa en particular, puesto que esta en el origen del proyecto, su
empleo como aditivos alimentarios promotores del crecimiento de animales de
granja. Una adecuada complementacion de la dieta podria preservar las funciones
inmunes y reducir la aparicion de infecciones y enfermedades. Nuestro trabajo se
basa en la hipotesis de que mediante el empleo de determinados aceites esenciales
se puede reforzar la inmunocompetencia y la respuesta inmune innata.

A través de diferentes ensayos realizados en nuestro estudio, se exploraron las
capacidades antioxidantes e inmunomoduladoras de un grupo de aceites
esenciales y algunas de sus fracciones terpénicas o componentes aislados. En
cada capitulo en el que se han descrito los resultados obtenidos para cada ensayo
ya se han discutido los mismos. La actividad encontrada en varios de estos
ensayos es novedosa en muchos casos. La presente seccidén pretende abordar la
discusion desde un punto de vista global y extraer conclusiones a la vista del
conjunto de resultados.

En la Tabla 9.1 se resumen los resultados obtenidos a lo largo de nuestra
investigacion. Esta tabla permite tener una visién de conjunto de los resultados de
la tesis.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la actividad antioxidante e

inmunomoduladora es particularmente alta en aceites esenciales cuyos
constituyentes mayoritarios son compuestos fendlicos (clavo, tomillo rojo y orégano
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espafnol). La actividad de estos aceites esenciales puede atribuirse en buena
medida a dichos constituyentes (eugenol, timol y carvacrol, respectivamente). Esta
relacion es particularmente clara entre el eugenol y el aceite esencial de clavo pues
manifiestan una actividad casi paralela en todos los ensayos realizados. Los aceites
esenciales ricos en monoterpenos oxigenados no fendlicos también fueron activos
en varios de los ensayos. Entre ellos, es interesante resaltar el grupo de aceites
esenciales con 1,8-cineol como componente mayoritario (laurel, cayeputi, niauli y
romero) que mostraron una destacable actividad, especialmente, como inhibidores
de la produccion de ROS en neutréfilos humanos estimulados con PMA y como
inhibidores de la via clasica del sistema del complemento.

Tabla 9.1. Resumen de los resultados obtenidos.

-
£ I
- o - @ - £
- d £ < - >
E £ > 3 E =
—_ =] =) = Q > 3
2 % 3 -
Aceite esencial o compuesto E 3 2 ) (S} © 8 = =
o &) &) 5 = S &) © =
i S 2 3 5 3 = 2 5
3 < o) 3 ,_-cv o 3 © B
S ¥ £ § =2 § S 8
I = = ¢ = o < E
: 4 8 o 2 8§ : : ¢
o & z s = S P i
Arbol del té --- - - - - - 97,0 - -352
Bornilo + isobornilo, acetatos de  --- 35,8 - 41,9 - - 126,1 - 21,3
Cayeputi - 882 - - - - 97,3 - 4,1
Cilantro - 726 - - - --- 154,4 - 12,8
Clavo 132 75 226 398 372 163 749 - -36,1
Clavo (terpenos) - - - - - - - - -146
Eugenol 17 16 271 190 359 192 783 - 294
Enebro --- - - - - --- --- -~ 243
Estragén - 1094 - - - --- 64,8 - 12,9
Jengibre - 8,5 - 4,3 - --- - - -28,5
Laurel - 397 - - - --- 155,4 - -38,7
Limon - - - - - --- --- - 41,0
Limon (terpenos) - - - - - - - - -9,7
Niauli - 98,7 - - - --- 91,3 - -39,1
Nuez moscada - 14,6 - - - - -—- - -33,8
Nuez moscada (terpenos) - - - - - - -—- - -38,5
Orégano espariol — 491 61* - 589 740 1181 -  -16,2
Carvacrol 500,7 88,7 46 393 359 50,8 781 - 14,9
Palmarosa - 164 - - - --- 75,2 - 221
Romero - 1253 - - 67,1 --- - -~ 113
Tomillo rojo - 231 - -- 453 80,2 67,8 - -38,0
Timol 4480 245 - - 397 350 1255 - 72,2
L-NMMA - - - 382 - --- -—- -
Quercetina 105 7,6 4,3 --- 1,0 2,8 33,7 ---

a) Los valores del orégano espafol y el carvacrol representan estimulacién en relacién al control.
b) Estimulacion a 5,0 x 10° % (v/v), excepto para el aceite esencial de enebro (2,5 x 107 %, v/Iv).
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La mayor parte de aceites esenciales ensayados carecen de actividad antioxidante
no biolégica, ya que no son activos sobre el DPPH. Sin embargo, muchos de ellos
son activos sobre la produccion de ROS en neutréfilos estimulados con PMA, lo que
pone de manifiesto su capacidad antioxidante biolégica. Por tanto, los ensayos
quimicos no revelan la capacidad real de un aceite esencial de influir sobre el
estado redox de la célula y su empleo en solitario puede resultar insuficiente para
detectar actividad antioxidante de interés biolégico. Los compuestos fendlicos y los
aceites esenciales ricos en los mismos, son los que presentan actividad en una
mayor variedad de ensayos. Por ejemplo, el aceite esencial de clavo y el eugenol
mostraron actividad destacable tanto sobre la produccion de ROS y de NO, como
sobre la MPO y el DPPH, siendo los mas activos en muchos de los ensayos. Estos
efectos sobre el estado redox tienen una indudable conexion con la modulacion del
sistema inmune (Faix et al., 2009; Trichet, 2010; Halder et al., 2011).

La toxicidad de los aceites esenciales sobre las membranas es otra caracteristica
gobernada por la composicion. En nuestros experimentos dieron mayor toxicidad el
aceite esencial de enebro y los terpenos de nuez moscada, cuya composiciéon se
caracteriza, en los dos casos, por la riqueza en a-pineno y B-pineno. Ambos
causaron la lisis de los eritrocitos a concentraciones inferiores a 100 ug/mL. Estos
monoterpenos serian capaces de alterar la integridad de la membrana y su
permeabilidad, provocar la pérdida del control sobre los procesos quimio-osmaticos
y finalmente la muerte vy lisis celular (Uribe et al., 1985; Cox et al., 2000).

Los aceites esenciales aspirantes a convertirse en promotores del crecimiento
animal tienen, generalmente, un marcado efecto antibacteriano (Pefalver et al.,
2005), aunque también son importantes sus efectos antioxidantes e
inmunomoduladores. Con el empleo de los aceites esenciales se busca mantener
saludable el sistema digestivo del animal, a pesar de estar en un ambiente libre de
antibioticos (Brenes & Roura, 2010). Es conocido que las enfermedades intestinales
disminuyen la asimilacion de los nutrientes y en consecuencia retrasan los ritmos
de crecimiento y engorde. De todos los aceites esenciales examinados en nuestro
trabajo el aceite esencial de clavo y su principal componente el eugenol, mostraron
el perfil mas prometedor para su empleo en la alimentacién animal. La actividad
antibacteriana del aceite esencial de clavo y del eugenol ha sido extensamente
estudiada y existen innumerables reportes en la bibliografia (Chaieb et al., 20073;
Chaieb et al., 2007b; Ordonez et al., 2008). Su uso en piensos animales contribuiria
al control de las bacterias patogénicas en el tracto digestivo y mejoraria la salud
general del animal. De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo,
el aceite esencial de clavo y el eugenol presentan el mejor perfil de actividad
antioxidante, incluyendo la captacion de radicales libres. Ello disminuiria
significativamente la degradacion oxidativa de los nutrientes contenidos en los
piensos (Chaieb et al., 2007a; Chaieb et al., 2007b; Viuda-Martos et al., 2010b).
Existen reportes en la bibliografia que sefalan que el suministro de aceites
esenciales con efecto antioxidante aumenta la estabilidad durante la refrigeracion y
el almacenamiento de las carnes producidas a partir de animales alimentados con
estos piensos (Brenes & Roura, 2010).

Igualmente destacable es la actividad antioxidante biolégica ejercida por el aceite
esencial clavo y el eugenol. Ambos fueron los productos mas activos en el ensayo
de produccién de ROS en neutroéfilos estimulados con PMA y fueron los Unicos que
mantuvieron una actividad alta cuando los neutréfilos fueron estimulados con H,O,.
También tuvieron una buena actividad de inhibicién de la produccién de NO y
nuevamente fueron los Unicos en los que la actividad en el ensayo de la MPO en
presencia de células fue notablemente mayor que sobre la MPO aislada.
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Los resultados anteriores no dejan lugar a dudas sobre la superposicion de varios
mecanismos en la accion antioxidante del aceite esencial de clavo y el eugenol. La
potenciacién de los mecanismos antioxidantes en la célula es fundamental para el
correcto funcionamiento del sistema inmune pues previene el dafio oxidativo en
fagocitos y linfocitos, células muy expuestas a la explosion oxidativa que acompafia
la respuesta inmune. Los antioxidantes pueden incluso modular la funcion fagocitica
pues permiten restaurar el necesario equilibrio del sistema inmune, actuando como
potenciadotes temporales de la respuesta inmune. Una caracteristica valiosa en
cualquier promotor del crecimiento que se pretenda usar (Trichet, 2010).

El eugenol y el aceite esencial de clavo, asi como otros aceites esenciales
investigados, presentan una actividad inhibidora de la via clasica del sistema del
complemento y de la fagocitosis. Estos resultados son coherentes con los de Halder
et al. (2011), quienes, en ensayos realizados in vivo, observaron también que el
aceite esencial de clavo puede modular la respuesta inmune, aumentando la
inmunidad humoral y disminuyendo la inmunidad mediada por células. El vinculo
entre el sistema inmune y los mecanismos antioxidantes es multiple. Los efectos
antioxidantes de los aceites esenciales podrian estar mediados por un efecto
inmunomodulador sobre el proceso fagocitico o el sistema del complemento. Este
mecanismo parece funcionar también en sentido inverso pues la actividad de los
receptores Fc de los neutréfilos puede ser bloqueada por los inhibidores de ROS
(Fialkow et al., 2007). Este vinculo refuerza la relacién que existe entre la inhibicién
de ROS y la reduccion de la fagocitosis. Aunque parezca contradictorio, una
fagocitosis disminuida por el efecto de los aceites esenciales puede en ocasiones
reducir la morbilidad y la intensidad con que cursa una enfermedad. Algunos
patdgenos son capaces de neutralizar a los neutrdéfilos, que en vez de proteger se
convertirian en promotores de la enfermedad. La causa estaria en que el propio
proceso fagocitico permitiria una proliferacion y proteccion del agente patdégeno en
el interior de los neutrofilos (Rodriguez et al., 2005; Altenburg et al., 2011).

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo evidencian que el clavo
y el eugenol presentan el mejor perfil antioxidante e inmunomodulador de entre
todos los candidatos examinados. Estos resultados avalan su empleo como
promotor del crecimiento en piensos animales.

Los compuestos fendlicos e isobmeros de posicion carvacrol y timol tuvieron un
comportamiento distinto en muchos de los ensayos realizados. Diferencia que no
fue tan manifiesta en aquellos ensayos donde las células no estaban presentes
(DPPH y MPO aislada) y sin embargo si fue mucho mas evidente en los ensayos
que se realizaron en presencia de células (NO, ROS/PMA, ROS/H,0,, MPO con
células, via clasica del complemento, fagocitosis). Esta diferencia llegd a ser
particularmente notable en el caso del ensayo de inhibicion de ROS en neutréfilos
estimulados con H,0,, pues el carvacrol tuvo efectos pro-oxidantes a diferencia del
timol que fue practicamente inactivo. Los resultados sugieren que los mecanismos
de accién de carvacrol y timol implican proteinas capaces de diferenciar entre estas
dos estructuras.

Finalmente, se puede destacar que durante la puesta a punto de los ensayos
biolégicos se observdé que el Tween 20 y el Tween 80 podian interferir los
resultados. Ambos detergentes son habitualmente muy empleados para disolver los
aceites esenciales en medios acuosos. Estos compuestos estimulaban la MPO
aislada e inhibian la produccion de ROS en neutrdfilos estimulados por PMA y H,0..
Su utilizacion por lo tanto deberia tener en cuenta sus efectos bioldégicos mas alla
de su efecto surfactante.
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9.2 Conclusiones

1.

Todos los aceites esenciales, fracciones y compuestos ensayados mostraron
algun grado de actividad inhibidora de la MPO, estadisticamente significativa,
como minimo a la maxima concentracién ensayada. Los aceites esenciales
mas activos fueron el clavo, el tomillo rojo y el orégano espafiol. Sus principales
componentes, eugenol, timol y carvacrol también fueron muy activos.

La mayoria de los aceites esenciales examinados presentan mayor actividad
inhibidora de la MPO en ausencia de células que en presencia de leucocitos.
En cambio, el aceite esencial de clavo y el eugenol tienen mayor actividad en
presencia de leucocitos, lo cual sugiere la participacién de otros mecanismos
que van mas alla de la propia inhibicién del enzima.

Los aceites esenciales de jengibre y clavo, el eugenol, la mezcla de acetato de
bornilo e isobornilo y el carvacrol fueron las sustancias con mayor actividad
inhibidora de la produccion de NO en leucocitos humanos estimulados con LPS,
con ICsq entre 4,3 y 41,9 pg/mL.

La maxima capacidad antioxidante frente al radical libre estable del DPPH se
obtuvo para el eugenol y el aceite esencial de clavo. Carvacrol y timol fueron
débilmente activos. Los valores de ICs, del aceite esencial de clavo (13,2 ug/mL)
y del eugenol (11,7 pg/mL) fueron similares al control positivo, la quercetina
(10,5 pg/mL).

Los aceites esenciales y compuestos con mayor actividad inhibidora (ICso < 30
pg/mL) de la produccién de ROS en neutroéfilos humanos estimulados con PMA
fueron los aceites esenciales de clavo, jengibre, nuez moscada, palmarosa y
tomillo rojo, asi como los compuestos eugenol y timol. El aceite esencial de
clavo y el eugenol fueron los inhibidores mas activos tanto sobre neutréfilos
estimulados con PMA (ICso= 7,5y 1,6 ug/mL, respectivamente) como con H,0,
(ICs0=22,6 y 27,1 pg/mL, respectivamente).

Timol y carvacrol, a pesar de su similitud estructural, presentan un perfil de
actividad muy diferente sobre la produccion de ROS en neutréfilos humanos. El
timol muestra actividad inhibidora sobre neutréfilos estimulados tanto con PMA
(ICs0 = 24,5 pg/mL) como con H,O, (40,7% de inhibicion a 55,8 pg/mL). En
cambio, el carvacrol tiene menor actividad inhibidora sobre neutréfilos
estimulados con PMA (ICso = 88,7 pg/mL) y es pro-oxidante cuando son
estimulados con H,O, (ECsy = 4,6 pg/mL). Ademas, el carvacrol es capaz de
inducir la produccion de ROS por si mismo en neutréfilos no estimulados.

Todas las sustancias sometidas a experimento en el ensayo de actividad sobre
la via alternativa del complemento fueron inactivas. En la via clasica, los
aceites esenciales de estragon, tomillo rojo, clavo y palmarosa, asi como el
carvacrol y el eugenol fueron los mas activos, con valores de ICsq inferiores a
80 pg/mL. Los compuestos oxigenados, ya sean fenilpropanoides o
monoterpenos oxigenados predominan entre los aceites esenciales que han
resultado mas activos.

El aceite esencial de enebro y los terpenos de nuez moscada (ambos ricos en
a-pineno y B-pineno) fueron las sustancias mas téxicas sobre la integridad de la
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membrana, causando la lisis de los eritrocitos a concentraciones inferiores a
100 pg/mL.

Solo la mezcla de los acetatos de bornilo e isobornilo manifesté cierta actividad
estimulante de la fagocitosis por neutrofilos humanos. La mayor parte de
aceites esenciales presentaron actividad inhibidora, siendo los aceites
esenciales de nuez moscada, clavo, niauli, arbol del té, laurel, limén, tomillo
rojo y jengibre, asi como los terpenos de nuez moscada, el eugenol y el timol
los que sobrepasaron el 25% de inhibicién de la fagocitosis. El timol fue la
sustancia con mayor actividad inhibidora, con una ICs, = 1,5 pg/mL. Carvacrol y
timol manifestaron un comportamiento claramente diferenciado, siendo el
primero mucho menos activo que el segundo.

En términos generales, en los diferentes ensayos realizados, la actividad fue
mayor en los aceites esenciales ricos en compuestos fendlicos o0 monoterpenos
oxigenados. La disparidad de comportamiento observada entre los isomeros
posicionales carvacrol y timol fue mas evidente en los ensayos con presencia
de células.

El aceite esencial de clavo y el eugenol fueron las sustancias con un mejor
perfil antioxidante e inmunomodulador cuando se considera el conjunto de
modelos experimentales utilizados. Los resultados obtenidos evidencian que el
eugenol, componente mayoritario del aceite esencial de clavo, es el principal
responsable de su actividad. Todo ello avala su empleo como promotores del
crecimiento en piensos animales.

Los detergentes no i6nicos Tween 20 y Tween 80 tienen actividad antioxidante
y su uso para solubilizar las muestras ensayadas puede interferir en los
resultados obtenidos. En particular, inhibieron la produccién de ROS en
neutrdfilos estimulados con PMA o H,0,, siendo el Tween-20 mas activo que el
Tween 80. Ademas, estimularon significativamente la actividad de la enzima
mieloperoxidasa en ausencia de células y fueron, sin embargo, inactivos en el
ensayo de captacion del radical libre estable DPPH.
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