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RESUMEN

La inflamacion crénica es un proceso desregulado del sistema inmunolégico que
desempefia un papel central en el desarrollo de enfermedades como la artritis
reumatoide, el cancery los trastornos neurodegenerativos. Este estado inflamatorio
sostenido, mediado por citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
y la interleucina 6 (IL-6), perpetua el dano tisular y contribuye a la progresiéon de
estas patologias. La busqueda de terapias seguras y eficaces ha dirigido la atencién
hacia compuestos naturales con potencial antiinflamatorio, como los terpenos
derivados de la carvona. Este estudio tiene como objetivo evaluar la actividad
antiinflamatoria de carvonas en células macréfagas RAW 264.7 estimuladas con
lipopolisacarido (LPS). Se realizaran ensayos de viabilidad celular (MTT) para
determinar la toxicidad de las carvonas y establecer la dosis Optima segura.
Ademas, mediante ensayos de ELISA, se cuantificé la produccion de TNF-a e IL-6
para analizar el efecto modulador de las carvonas sobre estos mediadores clave.
Los resultados preliminares muestran que las carvonas inhiben significativamente
la produccion de TNF-a e IL-6, preservando la viabilidad celular a concentraciones
<100 pM. Este efecto sugiere un mecanismo de accién antiinflamatorio sin
comprometer la integridad celular. Estos hallazgos destacan el potencial de las
carvonas como candidatos para el desarrollo de terapias innovadoras frente a
enfermedades inflamatorias crénicas, ofreciendo una alternativa mas segura a los
antiinflamatorios convencionales. Este trabajo refuerza la relevancia de explorar
compuestos naturales como una base prometedora para futuras investigaciones y

tratamientos personalizados.



ABSTRACT

Chronic inflammation is a dysregulated immune system process that plays a central
role in the development of diseases such as rheumatoid arthritis, cancer, and
neurodegenerative disorders. This sustained inflammatory state, mediated by
cytokines like tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6),
perpetuates tissue damage and contributes to the progression of these pathologies.
The search for safe and effective therapies has directed attention toward natural
compounds with anti-inflammatory potential, such as terpenes derived from
carvone. This study aims to evaluate the anti-inflammatory activity of carvones in
RAW 264.7 macrophage cells stimulated with lipopolysaccharide (LPS). MTT cell
viability assays will be performed to determine carvone toxicity and establish the
optimal safe dose. Additionally, ELISA assays will quantify TNF-a and IL-6
production to analyze the modulatory effect of carvones on these key inflammatory
mediators. Previous results show that carvones significantly inhibit TNF-a and IL-6
production while preserving cell viability at concentrations <100 uM. This effect
suggests a potential anti-inflammatory mechanism without compromising cellular
integrity. These findings highlight the potential of carvones as candidates for
developing innovative therapies against chronic inflammatory diseases, offering a
safer alternative to conventional anti-inflammatory drugs. This work underscores the
importance of exploring natural compounds as a promising foundation for future

research and personalized treatment approaches.
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I. INTRODUCCION
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1.1 Antecedentes

La inflamacion constituye una respuesta bioloégica esencial del sistema
inmunoldgico ante estimulos nocivos como infecciones, lesiones o toxinas. Este
proceso fisiologico tiene como finalidad la eliminacién de agentes patégenos, la
reparacion tisular y la restauracion de la homeostasis. No obstante, cuando la
inflamacion se vuelve persistente o se desregula, puede convertirse en un factor
patoldgico central en el desarrollo y progresion de multiples enfermedades crénicas,
entre ellas artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares, cancer y trastornos
neurodegenerativos (National Cancer Institute, 2015). Desde una perspectiva
fisiologica, la inflamacién se clasifica en dos tipos principales: aguda y cronica. La
inflamacion aguda se manifiesta como una respuesta rapida y transitoria,
caracterizada por vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular y migracién
de leucocitos al sitio de la lesién, mediada principalmente por células del sistema
inmune innato. Por el contrario, la inflamacion cronica implica la activacion
sostenida de células como macréfagos y linfocitos, generando un proceso
prolongado de dafo tisular y disfuncién organica (Kindt et al., 2007). Los
macrofagos desempefian un papel crucial en la orquestacion de la respuesta
inflamatoria. Estas células fagociticas no solo eliminan patégenos y restos
celulares, sino que también secretan citoquinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6), que amplifican la respuesta
inmune e inducen el reclutamiento de otras células del sistema inmunitario.
Adicionalmente, los macréfagos pueden polarizarse hacia fenotipos funcionales
distintos: M1 (proinflamatorios) o M2 (antiinflamatorios), en respuesta al
microambiente, lo que los convierte en reguladores dinamicos del equilibrio

inflamatorio (Facchin et al., 2022).
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Entre los mediadores de inflamacion mas relevantes, el TNF-a promueve
vasodilatacion y permeabilidad vascular mediante la induccion de 6xido nitrico (NO)
y prostaglandinas, mientras que la IL-6 actua de forma sistémica y es capaz de
cruzar la barrera hematoencefalica, induciendo fiebre a través de la produccion de
prostaglandina E2 en el hipotalamo. Aunque estas funciones son esenciales para
la defensa del organismo, su exceso o desregulacion puede causar inflamacion
sostenida y dafno tisular, como ocurre en patologias autoinmunes y cronicas
(Campos et al., 2021). Para el estudio experimental de la inflamacion, la linea
celular RAW 264.7, derivada de macréfagos murinos, constituye un modelo
ampliamente utilizado. Estas células, al ser estimuladas con lipopolisacarido (LPS),
un componente de la membrana externa de bacterias gramnegativas, reproducen
eficientemente el entorno inflamatorio al secretar grandes cantidades de TNF-a e
IL-6, lo que las convierte en una plataforma ideal para la evaluacion de agentes
antiinflamatorios in vitro (Facchin et al., 2022). El creciente interés por compuestos
bioactivos de origen natural ha llevado a investigar los terpenos, metabolitos
secundarios presentes en aceites esenciales, reconocidos por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Benabed et al., 2013). Dentro de
este grupo, la carvona, un monoterpeno derivado de plantas como la menta o el
comino, ha demostrado capacidad para modular vias inflamatorias, como NF-kB,
reduciendo la sintesis de TNF-a e IL-6 sin comprometer la viabilidad celular
(Golliher et al., 2021). Debido a estos efectos promisorios, la carvona y sus
derivados se perfilan como posibles alternativas terapéuticas con mejor perfil de
seguridad que los tratamientos antiinflamatorios convencionales, frecuentemente

asociados a efectos adversos tras su uso prolongado. En este marco, se justifica la
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evaluacion cientifica de estos compuestos en modelos celulares, con el fin de

profundizar en sus mecanismos de accioén y validar su potencial antiinflamatorio.

1.2 Planteamiento del Problema

A pesar de la amplia disponibilidad y los avances en terapias antiinflamatorias
convencionales, como los AINEs y los corticosteroides, estas opciones presentan
efectos adversos significativos, limitaciones terapéuticas y, en muchos casos,
escasa efectividad frente a procesos inflamatorios cronicos, especialmente tras un
uso prolongado. Esto ha generado una necesidad critica y no resuelta de
desarrollar nuevas terapias con potente accidén antiinflamatoria y un perfil de
seguridad mejorado. La investigacion biomédica se ha enfocado en la busqueda de
compuestos naturales o semisintéticos con propiedades inmunomoduladoras y bajo
nivel de toxicidad. Entre ellos, los monoterpenos derivados de la carvona han
mostrado actividad antioxidante; sin embargo, aun se desconoce si pueden reducir
la produccion de citoquinas proinflamatorias sin comprometer la viabilidad celular.
Esta laguna en el conocimiento limita la valoracion de su verdadero potencial

terapéutico.

Por lo tanto, se plantea la necesidad de evaluar, en un modelo in vitro, tanto su
capacidad antiinflamatoria como su perfil de seguridad. De esta manera, surge la

pregunta de investigacion:

¢ Qué efecto tienen los monoterpenos derivados de la carvona sobre la
viabilidad celular y la produccién de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-
6) en macréofagos RAW 26477 estimulados con LPS, en un modelo in vitro de

inflamacién inducida por LPS?
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1.3 Justificacion

Este estudio busca contribuir al desarrollo de nuevas terapias basadas en
compuestos naturales con capacidad para modular la respuesta inflamatoria. La
validacién de la actividad antiinflamatoria de terpenos derivados de la Carvona en
modelos celulares puede sentar las bases para futuras aplicaciones en

enfermedades cronicas donde la inflamacién juega un papel central.

Nos permite comprender su mecanismo de accién permitira un avance significativo
en el disefio racional de farmacos con mejor perfil de seguridad y eficacia. Esta
investigacion también fortalece la producciéon cientifica nacional y la formacion

académica en biomedicina experimental.

1.4 Objetivos

Objetivo General

Evaluar in vitro el efecto antiinflamatorio de monoterpenos derivados de la Carvona

sobre la produccion de TNF-a e IL-6 en células RAW 264.7 estimuladas con LPS.

Objetivos Especificos

1. Evaluar la viabilidad celular de macréfagos RAW 264.7 tras la exposicion a

diferentes concentraciones de monoterpenos derivados de la Carvona.

2. Cuantificar la produccién de TNF-a e IL-6 en células RAW 264.7 estimuladas

con LPS y tratadas con los compuestos.

3. Determinar la concentracién maxima no citotéxica (CMNC) de los terpenos

seleccionados.
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4. Analizar el perfil antiinflamatorio de los compuestos en funcion de la

inhibicién de citoquinas sin afectar la viabilidad celular.

1.5 Hipotesis

Hipoétesis Nula (Hy):

Los monoterpenos derivados de la Carvona no tienen efecto sobre la viabilidad
celular ni inhiben la produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6) en

células RAW 264.7 estimuladas con LPS.

Hipotesis Alterna (H,):

Los monoterpenos derivados de la Carvona reducen la produccion de TNF-a e IL-
6 sin afectar la viabilidad celular en macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS,

evidenciando un efecto antiinflamatorio.
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2.1. Introduccion a la Inflamacién

La Inflamacion es un proceso bioldgico fundamental que ha sido objeto de estudio
desde los inicios de la medicina. Su comprension ha evolucionado a lo largo del
tiempo, desde descripciones empiricas hasta modelos cientificos avanzados que
explican su complejidad molecular. A lo largo de la historia, la inflamacién ha sido
reconocida como una respuesta esencial del organismo frente a lesiones e
infecciones, y su estudio ha permitido desarrollar estrategias terapéuticas clave en

la medicina moderna.

2.1.1. Historia y evolucién del concepto

Las primeras referencias documentadas sobre la inflamacion provienen del Antiguo
Egipto, en los papiros de Edwin Smith (siglo XVII aC), donde se describen signos
de inflamacion en el contexto de heridas traumaticas. Sin embargo, fue en la Grecia
clasica cuando se establecieron los primeros criterios médicos sobre este
fendmeno. Hipdcrates (460-370 aC) y posteriormente Aulo Cornelio Celso (25 aC-
50 dC) describieron los cuatro signos cardinales de la inflamacion: rubor
(enrojecimiento), calor (aumento de temperatura), tumor (hinchazén) y dolor
(sensacién dolorosa). Mas adelante, en el siglo XIX, el patélogo Rudolf Virchow
afiadié un quinto signo clinico, functio laesa (pérdida de funcion), consolidando la
vision clinica de la lesion como un proceso fisiopatolégico comun a muchas

enfermedades (Cavaillon, 2021).

Durante la Edad Media, médicos islamicos como Avicena ampliaron la descripcién
de la inflamacion y sus manifestaciones clinicas, integrando observaciones
empiricas con teorias filosoficas sobre la enfermedad. No obstante, la verdadera
transformacién del concepto ocurrié en la era moderna con el desarrollo de la teoria
celular en el siglo XIX. Rudolf Virchow postuld que la inflamacién no era
simplemente un sintoma de enfermedad, sino una respuesta celular activa ante
agresiones externas e internas. Este hallazgo permitié vincular la inflamacion con
la patogénesis de diversas enfermedades y abrié el camino a nuevas estrategias

terapéuticas.
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Figura 1. Representacion de Elie Metchnikoff (1845-1916), con elementos
representativos de su trabajo: fotografia (Nadar, 1905), portada de sus lecciones
en el Instituto Pasteur y escultura de Olga Metchnikoff. Fuente: Institut
Pasteur/Musée Pasteur. Adaptado de: Cavalion, J. L. (2021). Once upon a time,
inflammation. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical
Diseases, 27, e20200147.

2.1.2. La inflamacioén en la medicina moderna

El siglo XX trajo consigo avances significativos en la comprension de la inflamacion,
impulsados por el desarrollo de la biologia molecular y la inmunologia. En la década
de 1950, se identifican los primeros mediadores quimicos de la inflamacion, como
las prostaglandinas y la histamina, los cuales regulan la permeabilidad vascular y
el reclutamiento de leucocitos en el sitio de inflamacion (Nathan, 2002).
Posteriormente, se descubrieron las citocinas, proteinas clave en la comunicacion
celular durante la inflamacién, incluyendo el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
y las interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-10). El descubrimiento de las citocinas
representd un avance crucial en la comprension de la inflamacién, revelando la
sofisticada red de comunicacion celular que orquesta esta compleja respuesta
bioldgica. Inicialmente, se pensaba que la inflamacién era principalmente una
respuesta local a la lesion o infeccidn. Sin embargo, el hallazgo de estas proteinas
secretadas demostré que las células inmunitarias y otros tipos celulares
involucrados en la inflamacidén se comunican entre si a través de senales quimicas,

coordinando sus acciones tanto a nivel local como sistémico.
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Figura 2. Evolucion del concepto de inflamacién: llustra el flujo de informacion
en las etapas iniciales de la inflamacién tras un traumatismo leve con infeccién. Se
muestra como diferentes tipos de células y moléculas interactian y se activan

mutuamente para amplificar la respuesta inflamatoria. Adaptada de Nathan (2002),

Los avances tecnoldgicos en las ultimas décadas han permitido identificar vias de
senalizacion especificas involucradas en la inflamacion, tales como la activaciéon
del factor nuclear kappa B (NF-kB), la via de las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) y los receptores tipo Toll (TLRs), que desempefian un papel
esencial en la inmunidad innata y la respuesta inflamatoria (Medzhitov, 2008). EI
reconocimiento de estos mecanismos ha sido crucial para el desarrollo de farmacos
antiinflamatorios dirigidos a bloquear la sefializacion de citocinas proinflamatorias y

reducir el dano tisular asociado a la inflamacién crénica. Hoy en dia, la inflamacion
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es reconocida no sélo como una respuesta protectora del organismo, sino también
como un factor clave en el desarrollo de diversas enfermedades crénicas. Cuando
la activacion del sistema inmunoldgico se prolonga, contribuye al dafo tisular
progresivo y al deterioro funcional de los 6rganos afectados (Tizard, 2018). En este
contexto, la investigacion contemporanea se enfoca en el desarrollo de terapias
personalizadas y estrategias de modulacion de la inflamacion, con el objetivo de
reducir sus efectos nocivos sin comprometer la funcion del sistema inmunoldgico.
Entre las estrategias emergentes, se ha explorado el uso de compuestos naturales
con actividad antiinflamatoria, como los terpenos y, en particular, la carvona, un

monoterpeno con potencial terapéutico en enfermedades inflamatorias.

2.1.3. Fisiologia de la Inflamacion

La inflamacion constituye una respuesta biolégica esencial que permite al
organismo enfrentar agresiones tanto externas como internas, facilitando la
reparacion tisular y la defensa frente a infecciones. En este sentido, se pueden
distinguir dos tipos principales de inflamacién: aguda y crénica, cada una con

caracteristicas, mecanismos y consecuencias fisiopatolégicas particulares.

2.1.4. Tipos de Inflamacion: Aguda y Cronica

La inflamacion aguda es una respuesta esencial del sistema inmunitario innato,
inmediata e inespecifica, desencadenada por estimulos lesivos, ya sean
infecciosos 0 no infecciosos, manifestandose a través de los cinco signos
cardinales: calor, enrojecimiento, hinchazon, dolor y pérdida de funcidn, resultantes
del aumento del flujo sanguineo y la acumulacion de liquido en el area afectada; se
inicia tras una lesion especifica, liberando mediadores solubles como citocinas,
proteinas de fase aguda y quimiocinas, que promueven la migracion de neutrofilos
y macrofagos al sitio de la inflamacién, con contribuciones de monocitos y
mastocitos; mecanismos clave incluyen la activacion de Receptores tipo Toll (TLR)
por patrones moleculares (PAMPs o DAMPs), el metabolismo de mediadores del
acido araquidodnico (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos), la liberacién de
mediadores por mastocitos, la activacién del sistema del complemento y el factor
de Hageman; otros mediadores incluyen especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
citocinas, quimiocinas, proteinas de fase aguda, factores de crecimiento y factores

de transcripcién; la via inflamatoria involucra inductores (exdégenos y endoégenos),
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sensores, mediadores y efectores, buscando restablecer la homeostasis; en
condiciones adecuadas, la inflamacién aguda se resuelve espontaneamente, pero
puede progresar a inflamacion subaguda (2 a 6 semanas) y crénica (mas de 6
semanas), marcada por la migracion de linfocitos T y células plasmaticas, llevando

a dafo tisular y fibrosis.(Hannoodee & Nasuruddin, 2020).

La inflamacion crénica, también conocida como inflamacion lenta y prolongada,
comparte algunas caracteristicas iniciales con la fase aguda, como la
vasodilataciéon y el aumento del flujo sanguineo, pero se distingue por un cambio
en la composicion celular del infiltrado. En esta etapa, los neutréfilos son
reemplazados progresivamente por macrofagos, linfocitos y células plasmaticas,
las cuales liberan citocinas inflamatorias, factores de crecimiento y enzimas que,
en conjunto, contribuyen tanto a la persistencia del dafo tisular como a los procesos
de reparacion secundaria, tales como la formacién de fibrosis y granulomas. A
diferencia de la inflamacién aguda, que es una respuesta rapida y autolimitada, la
inflamacion cronica persiste durante meses o afios y puede surgir por diversas
causas, incluyendo la persistencia de agentes infecciosos (como Mycobacterium
tuberculosis), la exposicion prolongada a irritantes (como el polvo de silice),
trastornos autoinmunes (como la artritis reumatoide) o defectos en la regulacion de
la respuesta inflamatoria. Esta respuesta prolongada y desregulada se asocia con
la patogénesis de diversas enfermedades cronicas, incluyendo condiciones
autoinmunes, cardiovasculares, metabodlicas y neurodegenerativas. Ademas, la
inflamacion crénica puede llevar a un aumento del estrés oxidativo y la disfuncion
mitocondrial, contribuyendo aun mas al dafio tisular. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) clasifica a las enfermedades crénicas como la mayor amenaza para
la salud humana, y se prevé que su prevalencia aumente en las proximas décadas.
(Pahwa, Goyal, & Jialal, 2023).

2.1.5. Regulacion y Resolucién del Proceso Inflamatorio

La inflamacion, pese a ser un mecanismo de defensa vital, puede resultar
perjudicial si no se regula adecuadamente, puesto que el equilibrio entre la
activaciéon inflamatoria y los mecanismos de resolucién es esencial para evitar
danos colaterales en los tejidos sanos y mantener la homeostasis. Este proceso se

inicia cuando los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), tales como los
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Toll-like receptors (TLRs), NOD-like receptors (NLRs) y C-type lectin receptors
(CLRs), detectan patdégenos (PAMPs) o sefales de dafo (DAMPs), lo que
desencadena la liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1]3.
Para prevenir un dano excesivo, el organismo activa mecanismos de control
endogenos y procesos activos de resolucion que se pueden resumir en tres
estrategias fundamentales: A) la apoptosis de neutréfilos y su posterior eferocitosis,
permitiendo la eliminacion controlada de las células inflamatorias por parte de los
macroéfagos; B) la liberacion de mediadores pro-resolutivos, como las lipoxinas,
resolvinas, maresinas y protectinas, que facilitan la transicion hacia la fase
resolutiva; y C) la reprogramacion de macrofagos, en la que se produce la
conversion del fenotipo M1 (proinflamatorio) al M2 (antiinflamatorio y reparador),
esencial para la restauracion del tejido dafiado. La resolucion inflamatoria también
implica la eliminacion de patégenos, detritos proinflamatorios y citocinas, asi como
la restauracién de la arquitectura y funcion tisular, incluyendo la revascularizacion,
donde mediadores como la prostaglandina E2 (PGE2), acidos grasos omega-3,
anexina A1, IL-10 y TGFf juegan roles importantes. Cuando estos mecanismos
fallan—debido a la persistencia del agente inflamatorio, la desregulacion de
citocinas o la disfuncién en los procesos de apoptosis y eferocitosis—Ila resolucién
del proceso inflamatorio no se completa, perpetuando la respuesta inflamatoria y
favoreciendo el desarrollo de condiciones crénicas. La inflamacion crénica,
asociada a enfermedades como la aterosclerosis, diabetes tipo 2 y Alzheimer, se
caracteriza por una respuesta inflamatoria no resuelta que contribuye al dano tisular
progresivo. A diferencia de las enfermedades autoinmunes, donde el
desencadenante inflamatorio es una cascada autoinmune, estas enfermedades
cronicas son impulsadas por estimulos persistentes que generan DAMPSs,
activando PRRs y perpetuando la inflamacién. El desafio en el tratamiento de la
inflamacion crénica radica en la redundancia de las vias inflamatorias, la
compensacion de mecanismos y la necesidad de mantener la respuesta inmune
para la defensa del huésped. Sin embargo, el avance en la comprension de las vias
de senalizacion inflamatoria y los mecanismos de resolucion, junto con el desarrollo
de nuevos farmacos, ofrece perspectivas prometedoras para la investigacion
traslacional (Tabas & Glass, 2013).
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2.2. Impacto de la Inflamacion en la Homeostasis del Organismo

La inflamacién, un proceso biolégico finamente orquestado, trasciende su funcion
primordial de defensa contra agentes patégenos, emergiendo como un regulador
crucial de la homeostasis sistémica. No cuando este mecanismo se desregula, se
convierte en un actor protagénico en la génesis de una variedad de afecciones

patolégicas que comprometen la integridad de multiples sistemas organicos.

2.2.1. Sistema Cardiovascular: En el sistema cardiovascular, la inflamacién
cronica se erige como un pilar fundamental en la patogénesis de la aterosclerosis,
una enfermedad insidiosa caracterizada por la acumulacion de placas
ateromatosas en las paredes arteriales. La activacion persistente de macréfagos y
linfocitos, orquestada por mediadores inflamatorios, facilita la formacion y
progresion de estas placas, comprometiendo la luz vascular y predisponiendo a
eventos tromboéticos devastadores. La disfuncidon endotelial, inducida por la
cascada inflamatoria, exacerba aun mas este proceso, creando un microambiente
procoagulante que incrementa el riesgo de eventos cardiovasculares agudos. La
inflamacion, por lo tanto, se revela como un nexo critico que conecta factores de
riesgo tanto tradicionales, como la hiperlipidemia, como emergentes, como la
hematopoyesis clonal, con la desestabilizacién de la homeostasis cardiovascular.
La evidencia clinica respalda la eficacia de las terapias antiinflamatorias en la
mitigacion de eventos cardiovasculares, subrayando la relevancia de la inflamacion

como un objetivo terapéutico para restaurar la homeostasis clinica (Libby, 2021).

2.2.2. Sistema Metabdlico (Metaflamacién): En el sistema metabdlico, la
inflamacion cronica de bajo grado, también conocida como "metaflamacion”,
emerge como un actor central en la génesis de la obesidad y la resistencia a la
insulina. Este proceso se caracteriza por la activacion crénica de macréfagos en el
tejido adiposo, un érgano endocrino multifuncional, y la consiguiente liberacion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, que interfieren con la sefializacién de
la insulina a nivel celular. El tejido adiposo, un reservorio energético y un sitio clave
para la interaccion entre adipocitos y células inmunitarias, se convierte en un foco
de inflamacion crénica, donde la infiltracion de macrofagos y otras células
inmunitarias es una caracteristica distintiva. La activacion de quinasas inflamatorias

como JNK, IKK y PKC, desencadenada por citocinas, acidos grasos libres y estrés
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del reticulo endoplasmico, converge en la fosforilacion de serina de IRS-1, un
sustrato del receptor de insulina, inhibiendo la accion de la insulina y perpetuando

la resistencia a la insulina. (Hotamisligil, 2006).

2.2.3. Sistema Nervioso Central (Neuroinflamacion y Alzheimer): En el sistema
nervioso central, la neuroinflamacién se erige como un factor etiolégico clave en la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (EA), una enfermedad
neurodegenerativa devastadora. La activacion de la microglia, las células
inmunitarias residentes del cerebro, por oligobmeros solubles vy fibrillas de amiloide
B (AB) a través de receptores como TLRs, desencadena una cascada de eventos
inflamatorios que culminan en la liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-
a, IL-6 e IL-1B. Estas citocinas, a su vez, contribuyen a la neurodegeneracion,
perpetuando un ciclo vicioso de inflamacién y dafio neuronal. La activacién del
inflamasoma NLRP3 por fibrillas de AB y la activacion del sistema del complemento
también juegan un papel critico en la amplificacion de la neuroinflamacién en la EA,

exacerbando el dafio neuronal y la disfuncion cognitiva. (Heneka et al., 2015).

2.3. Componentes Celulares y Modelos Experimentales

El proceso inflamatorio es una respuesta intrincada y finamente regulada que
involucra la participacion coordinada de una variedad de células del sistema
inmunitario, abarcando tanto la inmunidad innata como la adaptativa. Estas células
desempenan roles multifacéticos que son esenciales para la deteccidon del agente
agresor, la amplificacién de la respuesta inflamatoria y el restablecimiento de la

homeostasis tisular.

2.3.1. Células del Sistema Inmunitario en la Inflamacién

El proceso inflamatorio es una respuesta intrincada y finamente regulada que
involucra la participacion coordinada de una variedad de células del sistema
inmunitario, abarcando tanto la inmunidad innata como la adaptativa. Estas células
desempenan roles multifacéticos que son esenciales para la deteccidon del agente
agresor, la amplificacién de la respuesta inflamatoria y el restablecimiento de la

homeostasis tisular.
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2.3.1.1. Neutrofilos

En la fase aguda de la inflamacion, los neutréfilos emergen como los primeros
respondedores, migrando rapidamente al sitio de la lesidn en respuesta a una
cascada de sefiales quimiotacticas, incluyendo la interleucina 8 (IL-8) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Su funcién primordial radica en la fagocitosis de
patégenos y restos celulares, asi como en la liberacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y enzimas hidroliticas, que en conjunto contribuyen a la erradicacion
del agente agresor. Sin embargo, es crucial destacar que su activacion desmedida
puede acarrear dafnos colaterales en los tejidos circundantes, exacerbando asi la
respuesta inflamatoria. Como se ilustra en la Figura 1, los neutroéfilos responden a
sefales como "Cb5a, bacteria-C3bi" y participan en procesos como "Respiratory
burst, degranulation" (Nathan, 2002).

2.3.1.2. Macréfagos (Fenotipos M1 y M2)

A medida que la inflamacién progresa, los macrofagos entran en escena,
exhibiendo plasticidad y desempefiandose como moduladores en la respuesta
inflamatoria; ellas pueden derivar de monocitos circulantes que se infiltran en los
tejidos inflamados o persisten como macrofagos residentes. En la etapa inicial de
la inflamacion, los macrofagos muestran fenotipo M1 (proinflamatorio),
caracterizado por la liberacion de citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6, asi como
oxido nitrico y otras moléculas antimicrobianas. Este perfil es esencial para
intensificar la inflamacion y eliminar la amenaza. No obstante, en la fase de
resolucion, los macréfagos pueden transitar hacia un fenotipo M2 (antiinflamatorio
y reparador), promoviendo la liberacion de IL-10 y factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), lo que facilita la regeneracion tisular y la resolucion del

proceso inflamatorio (Abbas, Lichtman & Pillai, 2018).

2.3.1.3. Mastocitos

Ademas, los neutréfilos y macrofagos, los mastocitos también desempefian un
papel importante en la inflamacion. Estas células, residentes en los tejidos, liberan
histamina, serotonina y otras aminas vasoactivas en respuesta a estimulos
proinflamatorios. Su activacion contribuye a la vasodilatacion, el aumento de la

permeabilidad vascular y el reclutamiento de leucocitos al sitio inflamado. Como se
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observa en la Figura 1, los mastocitos liberan "Histamine, leukotrienes, PGD2,
tryptases, chemokines, TNF" (Nathan, 2002).

2.3.1.4. Linfocitos

En la inflamacion cronica, las células de respuesta adaptativa, los linfocitos T y B,
asumen su rol en la amplificacion y persistencia del proceso inflamatorio. Los
linfocitos T CD4+, a través de sus subpoblaciones Th1 y Th17, fomentan la
inflamacion mediante la produccién de interferon gamma (IFN-y) e IL-17, mientras
que los linfocitos T reguladores (Treg) pueden mitigar la respuesta inflamatoria para

prevenir dafios tisulares excesivos (Kumar, Abbas & Aster, 2021).

2.4. Linea Celular RAW 264.7: Un Modelo In Vitro para el Estudio de la
Inflamacién

Los modelos experimentales in vitro han sido fundamentales para desentrafar los
mecanismos moleculares y celulares que subyacen a la inflamacion. Entre ellos, la
linea celular RAW 264.7, derivada de macrofagos murinos, se ha consolidado como
una herramienta versatil y ampliamente utilizada para investigar la respuesta
inflamatoria. Esta linea celular, obtenida a partir de un tumor inducido por virus en
ratones BALB/c, conserva muchas de las caracteristicas funcionales de los
macrofagos primarios, lo que la convierte en un modelo valioso para estudiar la
activacién de macréfagos y la produccion de mediadores inflamatorios (Mosser &
Edwards, 2008).

La capacidad de RAW 264.7 para expresar receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) como TLR4 (receptor tipo Toll 4) le permite responder a una
amplia gama de estimulos proinflamatorios, incluyendo el lipopolisacarido (LPS),
un componente de la pared celular de bacterias Gram negativas que activa
potentemente el sistema inmunitario innato (Medzhitov, 2008). La estimulacién de
RAW 264.7 con LPS desencadena una cascada de sefializacion intracelular, que
incluye la activacion de la via del factor nuclear kappa B (NF-kB), una ruta critica
en la regulacion de la expresion de genes proinflamatorios. NF-kB controla la
transcripcion de citocinas como TNF-qa, IL-6 e IL-13, asi como de enzimas como
COX-2 e INOS, que desempefian un papel central en la amplificacion de la
respuesta inflamatoria (O'Shea, J. J., & Paul, W. E. (2010).
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Ademas de la via de NF-kB, RAW 264.7 permite investigar la activacion de otras
rutas de sefalizaciéon inflamatoria, como las cinasas de proteinas activadas por
mitogenos (MAPK), que regulan la produccion de citocinas y la expresion de genes
implicados en la inflamacion cronica (Takeuchi & Akira, 2010). La versatilidad de
RAW 264.7 se extiende mas alla de la respuesta a LPS. Esta linea celular puede
ser activada por una variedad de otros estimulos proinflamatorios, como
lipoproteinas, oligonucleotidos CpG y urato monosaédico, lo que amplia su utilidad
en el estudio de diferentes aspectos de la inflamacién (Piccinini & Midwood, 2010).
Ademas, las modificaciones genéticas de RAW 264.7, como la expresion o el
silenciamiento de genes especificos, permiten investigar el papel de moléculas

individuales en la respuesta inflamatoria (Murray & Wynn, 2011).

A pesar de sus ventajas, es fundamental reconocer que RAW 264.7 es una linea
celular derivada de un modelo tumoral, lo que puede introducir diferencias en
comparacioén con los macrofagos primarios. Por lo tanto, los resultados obtenidos
en estudios in vitro deben ser validados mediante modelos animales o estudios en
células primarias. No obstante, la facilidad de cultivo, la rapida respuesta
inflamatoria y la reproducibilidad de RAW 264.7 la convierten en una herramienta
valiosa en la investigacion de la inflamacion y en la evaluacion de compuestos con

potencial terapéutico.

2.5. Importancia de los Modelos Experimentales en la Investigacién de la
Inflamacién

La inflamacion es un proceso fisioldgico complejo que involucra una cascada de
eventos moleculares y celulares altamente regulados. Su estudio exhaustivo
requiere la utilizacion de modelos experimentales que permitan desentrafiar los

mecanismos subyacentes y desarrollar estrategias terapéuticas eficaces.

2.5.1. Modelos in vitro

Los modelos in vitro, como la linea celular RAW 264.7 y las células primarias
obtenidas de médula 6sea o tejidos inflamados, ofrecen la ventaja de controlar
variables y estudiar la respuesta inflamatoria en condiciones simplificadas. La linea
RAW 264.7, como se describid anteriormente, es particularmente util para

investigar la activacion de macroéfagos y la produccion de mediadores inflamatorios
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en respuesta a estimulos como LPS (Medzhitov, 2008). Las células primarias, por
su parte, permiten estudiar la respuesta inflamatoria en condiciones mas cercanas
a la fisiologia normal, aunque su obtencién y mantenimiento pueden ser mas
complejos. Sin embargo, los modelos in vitro, aunque valiosos, no siempre reflejan
completamente la complejidad de la inflamacion en organismos vivos, donde

interactuan multiples sistemas y tejidos (Takeuchi & Akira, 2010).

2.5.2. Modelos in vivo

Para superar esta limitacion, los modelos animales han sido fundamentales en la
investigacion de la inflamacion, permitiendo evaluar la respuesta inflamatoria en un
contexto sistémico. Modelos de inflamacion aguda inducida por LPS en ratones,
por ejemplo, han sido ampliamente utilizados para estudiar la sepsis y la
inflamacion sistémica, proporcionando informacion clave sobre los mecanismos de
progresion de enfermedades inflamatorias (Tracey, 2002). Estos modelos permiten
analizar la interaccién entre el sistema inmunoldgico, el endotelio vascular y otros
organos, lo que es crucial para comprender la patogénesis de enfermedades
inflamatorias crénicas. Asimismo, los modelos de artritis inducida en roedores han
sido esenciales para el desarrollo y la prueba de terapias dirigidas a enfermedades
autoinmunes, permitiendo evaluar la eficacia y seguridad de nuevos farmacos en

un contexto fisiolégico relevante (Firestein, 2003).

La combinacion estratégica de modelos in vitro y modelos animales sigue siendo la
estrategia mas efectiva para comprender la inflamacion en su totalidad y desarrollar
nuevos enfoques terapéuticos para su control. Los modelos in vitro permiten
identificar dianas moleculares y evaluar la actividad de compuestos
antiinflamatorios, mientras que los modelos animales permiten validar estos
hallazgos en un contexto sistémico y evaluar la eficacia y seguridad de nuevas
terapias. Ademas, el desarrollo de modelos mas complejos, como los organoides y
los modelos de pez cebra, ofrece nuevas oportunidades para estudiar la inflamacion
en un contexto mas fisioldgico y visualizar la respuesta inflamatoria en tiempo real
(Clevers, 2016).
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2.6. Mediadores de la Inflamacién y Vias de Senalizacion

Estan involucrados en la inflamacién una variedad de mediadores quimicos y vias
de senalizacion. Estos componentes trabajan en conjunto para montar una
respuesta inflamatoria efectiva, promover la curacion de tejidos y restaurar la
homeostasis. Sin embargo, la desregulaciéon de estos mediadores y vias puede
contribuir al desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas, como la
aterosclerosis, la artritis reumatoide y la enfermedad de Alzheimer (Libby, 2021;
Firestein, 2003; Heneka et al., 2015).

2.6.1. Mediadores Quimicos de la Inflamacion

La respuesta inflamatoria esta orquestada por una red compleja de mediadores
quimicos que regulan cada fase del proceso. Estos mediadores incluyen citocinas,
quimiocinas, eicosanoides, aminas vasoactivas y componentes del sistema del
complemento. Su funcién principal es modular la activacion de las células
inmunitarias, facilitar la eliminacion del agente causal y promover la resolucién de
la inflamacién. No obstante, un desequilibrio en la produccién de estos mediadores
puede resultar en inflamacion cronica y contribuir al desarrollo de diversas
enfermedades inflamatorias. Las citocinas proinflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 1 beta (IL-1B) y la interleucina 6 (IL-
6), juegan un papel crucial en la amplificacion de la inflamacion. TNF-a, producido
principalmente por macréfagos y linfocitos T activados, estimula la expresién de
moléculas de adhesion en las células endoteliales, facilitando el reclutamiento de
leucocitos al sitio de inflamacion. Ademas, TNF-a induce la produccion de citocinas
proinflamatorias y activa la via del factor nuclear kappa B (NF-kB), un regulador de
la inflamacién (Medzhitov, 2008). IL-13, por su parte, contribuye a la activacion del
inflamasoma y regula la fiebre, mientras que IL-6 participa en la activacion de la

respuesta de fase aguda en el higado y en la diferenciacion de linfocitos T.

Los eicosanoides, derivados del acido araquidonico, son otro grupo importante de
mediadores de la inflamacion. Entre ellos, las prostaglandinas (PGs), los
tromboxanos (TXs) y los leucotrienos (LTs) regulan multiples aspectos de la
respuesta inflamatoria. Las prostaglandinas, como la PGE,, inducen fiebre,
aumentan la permeabilidad vascular y sensibilizan las terminaciones nerviosas al

dolor. Los leucotrienos, por otro lado, favorecen la quimiotaxis de neutrofilos y la
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activacion de eosindfilos, desempefiando un papel crucial en la inflamacién alérgica
y el asma (Ricciotti & FitzGerald, 2011). Las prostaglandinas, como la PGE,,
desempefian un papel clave en la generacién de la respuesta inflamatoria. Su
biosintesis aumenta significativamente en el tejido inflamado y contribuyen al
desarrollo de los signos cardinales de la inflamacién aguda. La produccion de
prostaglandinas depende de la actividad de las sintasas de prostaglandina G/H,
conocidas como COX. La COX-2, inducida por estimulos inflamatorios, hormonas
y factores de crecimiento, es la fuente mas importante de formacion de

prostanoides en la inflamacién. (Ricciotti & FitzGerald, 2011).

Ademas de las citocinas y los eicosanoides, las aminas vasoactivas, como la
histamina y la serotonina, son liberadas principalmente por mastocitos y plaquetas
en la fase temprana de la inflamacion. Estos mediadores promueven la
vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular, facilitando la
extravasacion de células inmunitarias y proteinas plasmaticas al sitio de la lesién.
Finalmente, el sistema del complemento, una cascada de proteinas plasmaticas
juega un papel esencial en la inflamaciéon mediante la opsonizacion de patdégenos,
la formacion del complejo de ataque a la membrana y la activacién de la respuesta
inflamatoria. La activacion del complemento genera fragmentos como C3a y C5a,
que actuan como anafilotoxinas, induciendo la degranulaciéon de mastocitos y la

atraccion de leucocitos al sitio inflamado (Simons & Simons, 2011).

El equilibrio entre estos mediadores es fundamental para asegurar una inflamacion
efectiva sin causar dafo tisular excesivo. La investigacion actual se centra en el
desarrollo de terapias dirigidas a modular la produccion de estos mediadores y

prevenir su desregulacién en enfermedades inflamatorias crénicas.

2.6.2. Vias de Senalizacion en la Inflamacién

Las células inmunitarias detectan la presencia de agentes patdgenos o sefales de
dafo a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que activan
vias de sefalizacién intracelular para inducir la produccion de mediadores
inflamatorios. Entre las rutas mas estudiadas en la inflamacion se encuentran la via
del factor nuclear kappa B (NF-kB), la via de las proteinas quinasas activadas por
mitogenos (MAPK) y la activacion del receptor tipo Toll 4 (TLR4).

31



2.6.3. Mecanismos de activacion: NF-kB, MAPKy TLR4

NF-kB: La via de NF-kB es un mecanismo central en la regulacién de la inflamacion.
En condiciones normales, NF-kB se encuentra inactivo en el citoplasma, unido a la
proteina inhibidora IkB. Sin embargo, en respuesta a estimulos inflamatorios como
el lipopolisacarido (LPS), TNF-a o IL-1B, la quinasa IkB (IKK) fosforila y degrada
IkB, liberando NF-kB para translocarse al nucleo y activar la transcripcién de genes

inflamatorios. (Dinarello, 2018).

MAPK: La via de MAPK regula la produccion de citocinas inflamatorias y la
proliferacion celular. Comprende tres principales familias de quinasas: ERK1/2
(extracelular signal-regulated kinases), p38 MAPK y JNK (c-Jun N-terminal
kinases). La activacion de p38 MAPK es particularmente importante en la respuesta
inflamatoria, ya que modula la produccion de TNF-a e IL-18 en macréfagos
activados. A su vez, la via de JNK regula la apoptosis celular y la produccion de
mediadores inflamatorios, mientras que ERK1/2 esta involucrada en la proliferacion

y diferenciacion celular.

TLR4: El receptor tipo Toll 4 (TLR4) es un PRR que desempefa un papel clave en
la inmunidad innata. Su activacion por LPS inicia una cascada de sefalizacion que
activa NF-kB y MAPK, promoviendo la produccion de citocinas inflamatorias. La
activaciéon de TLR4 también puede inducir la expresion de interferones tipo |,

regulando la respuesta antiviral. (Kawai & Akira, 2010).

2.6.4. Regulacion de la respuesta inflamatoria: control de TNF-qa, IL-6 y
prostaglandinas

Esta activacion (NF-kB) conduce a la produccién de citocinas como TNF-a e IL-6,
asi como a la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio vascular. Dado
su papel en enfermedades inflamatorias cronicas como la artritis reumatoide y la
aterosclerosis, la inhibicion selectiva de NF-kB se ha convertido en una estrategia
terapéutica prometedora. La activacion de p38 MAPK es particularmente importante
en la respuesta inflamatoria, ya que modula la produccién de TNF-a e IL-1 en
macréfagos activados. La activacion de TLR4 desencadena una cascada de
sefalizacion que conduce a la activacion de NF-kB y MAPK, lo que resulta en la

produccion de citocinas proinflamatorias. (Dinarello, 2018).
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2.6.5. Estrategias Terapéuticas y Regulacion de la Inflamacién

Dado el papel fundamental de las vias de sefalizacion inflamatoria en diversas
enfermedades, la investigacion se ha centrado en desarrollar terapias dirigidas a
modular su activacion. Entre las estrategias terapéuticas mas estudiadas se
encuentran los inhibidores de NF-kB, los moduladores de MAPKy los bloqueadores
de TLRA4.

Los inhibidores de NF-kB incluyen compuestos naturales como los flavonoides y
terpenos, que han demostrado su capacidad para reducir la activacion de esta via
en modelos experimentales. Farmacos como la bardoxolona metil, un activador de
la via Nrf2, también han mostrado potencial para suprimir NF-kB y disminuir la
inflamacién crénica. En cuanto a MAPK, los inhibidores selectivos de p38 MAPK
han sido evaluados en enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide,
aunque sus efectos secundarios han limitado su aplicacion clinica. Por otro lado,
los bloqueadores de TLR4, como el eritoran, han sido investigados en la sepsis,
aunque con resultados mixtos en ensayos clinicos. Adicionalmente, los
glucocorticoides son potentes farmacos antiinflamatorios, y su mecanismo de
accion ha sido estudiado, con investigaciones que indican que la constriccion de
los vasos locales no juega un papel esencial en el efecto antiexudativo de los

glucocorticoides en la inflamacién proliferativa crénica (Sugio & Tsurufuji, 1981).

La modulacion de TLR4 ha sido un objetivo de interés en el desarrollo de terapias
antiinflamatorias, dada su implicacion en la sepsis y enfermedades inflamatorias
cronicas (Akira & Takeda, 2004). Asimismo, la inhibicién selectiva de NF-kB se ha
convertido en una estrategia terapéutica prometedora, dado su papel en
enfermedades inflamatorias cronicas como la artritis reumatoide y la aterosclerosis
(Karin & Greten, 2005).

La investigacion actual se centra en el desarrollo de terapias dirigidas que puedan
modular selectivamente la inflamacion sin causar efectos secundarios
significativos, dada la necesidad de abordar la inflamacion en enfermedades
cronicas como la aterosclerosis, la enfermedad de Alzheimer y el cancer (Tabas &
Glass, 2013). Ademas, se sigue explorando el papel del reflejo inflamatorio, un
mecanismo neuronal que regula la respuesta inflamatoria, como objetivo
terapéutico (Tracey, 2002).
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2.7. Compuestos Antiinflamatorios y Modulacion de la Inflamacién

En la busqueda de terapias mas seguras y eficaces, se ha prestado especial
atencion a compuestos antiinflamatorios de origen natural, como los terpenos,
flavonoides y polifenoles. Estos compuestos han mostrado efectos moduladores
sobre las vias de sefalizacion inflamatorias y la producciéon de citocinas
proinflamatorias, lo que sugiere su potencial como alternativas terapéuticas frente

a los antiinflamatorios convencionales (Newman & Cragg, 2020).

2.7.1. Carvona y terpenos como reguladores de vias inflamatorias.

Los terpenos son una amplia familia de metabolitos secundarios presentes en
diversas especies vegetales. Dentro de esta categoria, la carvona, un monoterpeno
cetdnico, ha sido objeto de estudio por su potencial antiinflamatorio. De manera
similar, Boswellia serrata, rica en terpenoides como los acidos boswélicos, ha
demostrado actividad antiinflamatoria significativa en modelos de edema de pata

inducido por carragenina en ratas (Ismail et al., 2016).

La carvona se encuentra principalmente

en aceites esenciales de plantas como la

0 0
alcaravea, la hierbabuena y el eneldo, y
ha demostrado efectos
inmunomoduladores en modelos

experimentales. Ella es una cetona

monociclica insaturada que existe en la

(S)-(+)-carvona (R)-(-)Carvona  naturaleza como dos enantiomeros o
isdbmeros Opticos que son imagenes especulares no superponibles: la (S)-(+)-
carvona y la (R)-(-)-carvona. Ambas moléculas comparten la misma férmula
molecular (C1oH140) y una estructura base que consiste en un anillo de seis
miembros con una doble ligadura endiciclica y un grupo cetona exociclico en

posicion adyacente a esta doble ligadura. (Rodilla et al., 2016).

Los mecanismos por los cuales la carvona ejerce su efecto antiinflamatorio estan
relacionados con su capacidad para modular vias de sefalizacién clave, como NF-
kB, MAPK y TLR4. Se ha observado que este compuesto puede reducir la

activacion de NF-kB, un factor de transcripcién que regula la expresion de genes
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proinflamatorios, incluyendo TNF-a e IL-6. Ademas, estudios han demostrado que
la carvona puede inhibir la produccién de prostaglandinas y 6xido nitrico, lo que
sugiere su potencial para reducir la inflamacién en diversas patologias cronicas.
Carvacryl acetato, un derivado de carvacrol también ha demostrado reducir la
respuesta nociceptiva e inflamatoria en ratones, lo que subraya el potencial de los

derivados de terpenos en la modulacién de la inflamacién (Damasceno et al., 2014).

Ademas de la carvona, otros terpenos han mostrado actividad antiinflamatoria
significativa. Por ejemplo, los terpenoides presentes en diversas plantas, mas alla
del Cannabis género, actuan como ligandos cannabimiméticos, modulando la
inflamacion (Gongalves et al., 2020). Estos hallazgos resaltan el potencial de los
terpenos como moduladores de la respuesta inflamatoria y justifican su estudio en

la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas.

2.7.1.1. Efectos sobre modelos celulares y potencial terapéutico

El estudio de la actividad antiinflamatoria de la carvona y otros terpenos se han
desarrollado modelos celulares in vitro y en modelos animales in vivo. En estudios
en linea celular de macréfagos RAW 264.7, se ha observado que la carvona reduce
la produccion de TNF-a e IL-6 en respuesta a la estimulacion con (LPS), lo que
sugiere su capacidad para modular la respuesta inmune innata. El efecto se
atribuye a la inhibicidn de la activacion de NF-kB y a la modulacion de la via MAPK,

previniendo la amplificacion de la respuesta inflamatoria (Rufino et al., 2015).

En modelos animales, los efectos de la carvona han sido evaluados en condiciones
inflamatorias experimentales. Estudios en ratas con artritis han mostrado que la
administracién de carvona reduce la inflamacion articular y mejora la movilidad,
efectos comparables a los de farmacos antiinflamatorios. Ademas, se ha reportado
que este monoterpeno puede atenuar el dano hepatico y renal asociado a la
inflamacion croénica, lo que indica su potencial para proteger los tejidos frente al

estrés oxidativo y el dafio inflamatorio (Devendra et al., 2012).

El potencial terapéutico de la carvona y otros terpenos ha llevado al desarrollo de
formulaciones farmacéuticas y nutracéuticas que buscan aprovechar sus
propiedades antiinflamatorias. En este contexto, se han explorado estrategias como

la encapsulacion en nanoparticulas y la formulaciéon en emulsiones para mejorar la
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biodisponibilidad y estabilidad de estos compuestos en el organismo. Sin embargo,
aunque los estudios preclinicos han proporcionado evidencia prometedora, aun se
requieren ensayos clinicos para validar su eficacia y seguridad en humanos. El
interés creciente en compuestos naturales como la carvona y otros terpenos refleja
la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas con menos efectos
adversos en comparacion con los farmacos antiinflamatorios sintéticos. La
modulacion de vias de seRalizacién inflamatoria mediante estos compuestos
representa una estrategia prometedora para el manejo de enfermedades
inflamatorias crénicas y sugiere la importancia de continuar investigando su

potencial en la medicina moderna (Atanasov et al., 2015).

2.8. Inflamacién y Enfermedades Crénicas

En este estado inflamatorio persistente se puede danar los tejidos y érganos,
contribuyendo al desarrollo y progresion de enfermedades autoinmunes,
cardiovasculares, metabdlicas, neurodegenerativas y cancer (Ricciotti & FitzGerald,
2011). La transicién de la inflamacion aguda a la crénica implica una compleja
interaccion de células inmunitarias, mediadores inflamatorios y factores
ambientales. En la inflamacién crénica, la resolucion normal del proceso
inflamatorio se ve comprometida, lo que lleva a un ciclo continuo de dafo tisular y
reparacion. Este estado inflamatorio de bajo grado puede persistir durante meses

o incluso afos, contribuyendo al desarrollo de diversas patologias cronicas.

2.8.1. Inflamacién crénica y enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide, el lupus eritematoso
sistémico y la enfermedad de Crohn, son trastornos en los que el sistema
inmunitario ataca errbneamente los tejidos y 6rganos del propio cuerpo. Este
ataque autoinmune desencadena una respuesta inflamatoria cronica que perpetua
el dafio tisular y la disfuncion organica. En la artritis reumatoide, por ejemplo, el
sistema inmunitario ataca la membrana sinovial que recubre las articulaciones, lo
que lleva a inflamacion, dolor y destruccion progresiva del cartilago y el hueso. En
el lupus eritematoso sistémico, la inflamacién cronica puede afectar a multiples
organos, incluyendo la piel, las articulaciones, los rifiones y el cerebro. Los
mediadores inflamatorios, como las citocinas (TNF-a, IL-1B8, IL-6) y las
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prostaglandinas, desempefian un papel central en la perpetuacion de la respuesta
autoinmune y la progresion de la enfermedad. Estas moléculas senalizadoras
reclutan y activan células inmunitarias, promueven la angiogénesis y contribuyen al

dano tisular.

La comprension de los mecanismos moleculares que impulsan la inflamacion
cronica en las enfermedades autoinmunes ha llevado al desarrollo de terapias
dirigidas, como los inhibidores de TNF-a y los anticuerpos monoclonales contra
citocinas especificas. Estas terapias han revolucionado el tratamiento de muchas
enfermedades autoinmunes, mejorando significativamente la calidad de vida de los
pacientes. La inflamacién crénica es un factor importante en la patogénesis de
enfermedades autoinmunes, y la activacién de factores como el NF-kB, contribuye

a la perpetuacion de la respuesta autoinmune (Karin & Greten, 2005).

2.8.2. Inflamacién y enfermedades cardiovasculares

La inflamacidn cronica representa un factor patogénico central en las enfermedades
cardiovasculares, especialmente en la aterosclerosis, que subyace a la mayoria de
los eventos cardiovasculares adversos mayores (Libby, 2021). La aterosclerosis se
caracteriza por la acumulacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en la intima

arterial, lo que desencadena una respuesta inflamatoria compleja.

La evidencia actual destaca el papel de diversas células inmunitarias y mediadores
inflamatorios en la progresion de la aterosclerosis. Las células endoteliales
activadas por LDL oxidadas expresan moléculas de adhesién que reclutan
monocitos y linfocitos T. Los macréfagos, derivados de los monocitos, internalizan
las LDL oxidadas y se transforman en células espumosas, que contribuyen a la

formacion de la placa aterosclerdtica.

Ademas, las citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la interleucina-1B (IL-1B) y la interleucina-6 (IL-6), desempefan su papel
en la amplificacion de la respuesta inflamatoria y la progresién de la placa. Estas
citocinas promueven la proliferacion de células musculares lisas, la acumulacion de

matriz extracelular y la formacion de un nucleo necrotico en la placa.
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La inflamacién crénica también contribuye a la inestabilidad de la placa, lo que
aumenta el riesgo de ruptura de la placa y trombosis. La ruptura de la placa expone
el contenido trombogénico al torrente sanguineo, lo que lleva a la formacion de un
trombo que puede obstruir el flujo sanguineo y causar un evento cardiovascular

agudo, como un infarto de miocardio o un accidente cerebrovascular.

Mas alla de la aterosclerosis, la inflamacion crénica también esta implicada en otras
enfermedades cardiovasculares, como la insuficiencia cardiaca y la fibrilacion
auricular. En la insuficiencia cardiaca, la inflamacién puede contribuir a la
remodelacion ventricular y la disfuncion miocardica. En la fibrilacion auricular, la
inflamacion puede promover la fibrosis auricular y la arritmogénesis. Los inhibidores
de citocinas, los anticuerpos monoclonales contra moléculas de adhesion y los
inhibidores de la senalizacion de células inmunitarias son algunas de las estrategias
terapéuticas en investigacién. Por ejemplo, el ensayo CANTOS demostré la
importancia de la inhibicion de la IL-18 en la prevencién de eventos
cardiovasculares (Ridker et al., 2017). Ademas, la inflamacidn cronica se considera

un factor etioldgico en enfermedades a lo largo de la vida (Furman et al., 2019).

2.8.3. Inflamacién y enfermedades metabdlicas

La inflamacién cronica emerge como un factor patogénico central en el desarrollo y
progresion de las enfermedades metabdlicas, particularmente la obesidad y la
diabetes tipo 2 (Hotamisligil, 2006). En la condiciéon de obesidad, el tejido adiposo,
que trasciende su funcion tradicional de almacenamiento de energia, se transforma
en un organo endocrino dinamico. Este tejido adiposo hipertréfico y disfuncional
libera un espectro de adipocinas proinflamatorias, incluyendo el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6). Estas moléculas senalizadoras no
solo perpetuan la infiliracién de macréfagos en el tejido adiposo, sino que también

orquestan una cascada de eventos que conducen a la resistencia a la insulina.

A nivel molecular, la inflamacioén croénica interfiere con la cascada de sefializacién
del receptor de insulina en tejidos periféricos criticos, como el musculo esquelético
y el higado. Esta interferencia resulta en una disminucion de la captacion y
utilizacién de glucosa, lo que conduce a la hiperglucemia, un sello distintivo de la

diabetes tipo 2. Ademas, la inflamacion crénica contribuye a la lipdlisis desregulada,
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lo que lleva a un aumento de los acidos grasos libres circulantes, que a su vez

exacerban la resistencia a la insulina y la disfuncién metabdlica.

En la diabetes tipo 2, la hiperglucemia cronica y la hiperlipidemia actuan como
potentes activadores de las vias inflamatorias. Estos estados metabdlicos adversos
inducen la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que a su vez
activan el factor nuclear kappa B (NF-kB), un regulador maestro de la transcripcién
de genes proinflamatorios. La activacion de NF-kB desencadena la expresiéon de
citocinas proinflamatorias, quimiocinas y otras moléculas efectoras que amplifican

la respuesta inflamatoria y perpetuan la resistencia a la insulina.

Ademas, la inflamacién cronica contribuye significativamente a las complicaciones
diabéticas, como la nefropatia, la neuropatia y la retinopatia. El dafio microvascular
y macrovascular, impulsado por la inflamacién crénica, conduce a la disfuncion y la
falla de 6érganos diana. Por ejemplo, la inflamacion crénica en el rifidn contribuye a
la glomeruloesclerosis y la fibrosis intersticial, lo que lleva a la nefropatia diabética.
Del mismo modo, la inflamacion cronica en los nervios periféricos conduce a la
desmielinizacion y la degeneracion axonal, lo que resulta en neuropatia diabética
(Donath & Shoelson, 2011). la inflamacion cronica se erige como un factor
patogénico fundamental en las enfermedades metabdlicas, impulsando la
resistencia a la insulina, la disfuncion metabdlica y las complicaciones diabéticas.
La comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a la inflamacion

cronica es crucial para el desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas.

2.8.4. Neuro inflamacién y enfermedades neurodegenerativas

La neuro inflamacion, o inflamacion en el sistema nervioso central, esta implicada
en la patogénesis de varias enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis multiple
(Amor et al., 2014). En estas enfermedades, la activacion de la microglia, las células
inmunitarias residentes del cerebro, conduce a la produccion de mediadores
inflamatorios, como citocinas y quimiocinas, que pueden danar las neuronas y

contribuir a la neurodegeneracion.

En la enfermedad de Alzheimer, la acumulacion de placas amiloides y ovillos

neurofibrilares desencadena una respuesta inflamatoria crénica que puede
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exacerbar la patologia de la enfermedad. La microglia activada libera mediadores
inflamatorios que contribuyen a la disfuncion sinaptica y la muerte neuronal. En la
enfermedad de Parkinson, la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra se acompafna de activacion microglial e inflamacion, lo que puede contribuir
a la progresion de la enfermedad. En la esclerosis multiple, la infiltracion de células
inmunitarias en el sistema nervioso central conduce a la desmielinizacion y la
neurodegeneracion, lo que resulta en sintomas neuroldgicos (Heneka et al., 2015).
La neuro inflamacién es un proceso complejo que involucra la activacién de la
microglia y los astrocitos, las células inmunitarias residentes del cerebro. En
condiciones normales, la microglia y los astrocitos tienen un papel crucial en el
mantenimiento de la homeostasis del sistema nervioso central al eliminar los
desechos y los patdgenos. Sin embargo, en las enfermedades neurodegenerativas,

la activacion cronica de estas células tiene efectos perjudiciales.

La activacion de la microglia y los astrocitos conduce a la produccién de una
variedad de mediadores inflamatorios, como citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6),
quimiocinas y especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos mediadores pueden
dafnar las neuronas a través de varios mecanismos, incluyendo la excitotoxicidad,
el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial. Ademas, la inflamacion crénica
puede interferir con la neurogénesis y la plasticidad sinaptica, lo que contribuye a

la disfuncidn cognitiva y motora en las enfermedades neurodegenerativas.

En el Alzheimer, la acumulacion de placas amiloides y ovillos neurofibrilares
desencadena una respuesta inflamatoria cronica que puede exacerbar la patologia
de la enfermedad. La microglia activada se acumula alrededor de las placas
amiloides y libera mediadores inflamatorios que contribuyen a la disfuncién
sinaptica y la muerte neuronal. Ademas, la inflamacion crénica puede promover la

fosforilacion de la proteina tau, llevando a la formacién de ovillos neurofibrilares.

En la enfermedad de Parkinson, la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia negra se acompana de activacion microglial e inflamacion. La microglia
activada libera mediadores inflamatorios que pueden dafiar las neuronas
dopaminérgicas restantes y contribuir a la progresion de la enfermedad. La
inflamacion cronica interfiere con la funcion de los ganglios basales, causando

sintomas motores observados en la enfermedad de Parkinson.
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En la esclerosis multiple, la infiltracion de células inmunitarias en el sistema
nervioso central conduce a la desmielinizacion y la neurodegeneracion. Las células
Ty los macréfagos infiltrados liberan mediadores que dafian la mielina y los axones,
resultando en sintomas neuroldgicos como debilidad muscular, problemas de
coordinacion y déficits cognitivos. Ademas, la inflamacion crénica puede promover

la formacion de placas esclerdticas en el cerebro y la médula.

La neuro inflamacién es un area de investigacion activa dentro de las enfermedades
neurodegenerativas. La comprension de los mecanismos moleculares que
subyacen a la neuro inflamaciéon puede conducir al desarrollo de estrategias
terapéuticas para prevenir o retrasar la progresion de estas enfermedades

devastadoras.

2.8.5. Inflamacioén crénica y cancer

La inflamacidon cronica puede promover la carcinogénesis al proporcionar un
microambiente que favorece la proliferacién celular, la angiogénesis y la metastasis
(Mantovani et al., 2008). Este microambiente inflamatorio esta caracterizado por la
infiltracion de células inmunitarias, la producciéon de mediadores inflamatorios y la
remodelacion de la matriz extracelular, creando un caldo de cultivo para el
desarrollo y progresion del cancer. Varios tipos de cancer, como el cancer de colon,
el cancer de higado y el cancer de pulmon, estan estrechamente asociados con la
inflamacion crénica. En estos casos, la inflamaciéon no solo contribuye al inicio del
tumor, sino que también promueve su crecimiento, invasion y diseminacion a sitios

distantes.

Los mediadores inflamatorios, como citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6), quimiocinas
(CXCL8, CCL2) y factores de crecimiento (VEGF, EGF), desempenan un papel
crucial en la promocion del cancer. Estos mediadores pueden estimular
directamente la proliferacion de células tumorales, promover la angiogénesis para
suministrar nutrientes y oxigeno al tumor en crecimiento, y facilitar la metastasis al
crear un microambiente favorable para la invasién y diseminacion de células
tumorales. En el cancer de colon, afecciones inflamatorias cronicas del intestino,
como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, aumentan significativamente el
riesgo de carcinoma colorrectal. La inflamacion crénica en el intestino puede inducir
mutaciones genéticas en las células epiteliales, promover la proliferacion de células
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con mutaciones y suprimir la apoptosis de células dafadas, lo que lleva a la
formacion de tumores. En el cancer de higado, la hepatitis viral crénica
(especialmente la hepatitis B y C) y la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)
pueden provocar cirrosis, un estado de inflamacion crénica vy fibrosis en el higado.
La cirrosis aumenta el riesgo de carcinoma hepatocelular, el tipo mas comun de
cancer de higado. La inflamacién crénica en el higado puede dainar el ADN de las
células hepaticas, promover la proliferacion de células dafadas y suprimir la
respuesta inmunitaria antitumoral. En el cancer de pulmoén, la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) y la exposicion cronica al asbesto, afecciones
inflamatorias crénicas de los pulmones, aumentan el riesgo de carcinoma de
pulmoén. La inflamacion crénica en los pulmones puede dafar el ADN de las células
epiteliales, promover la proliferacion de células dafadas y suprimir la respuesta

inmunitaria antitumoral.

La inflamacién crénica también se ha implicado en otros tipos de cancer, como el
cancer de pancreas, el cancer de prostata y el cancer de mama. La inflamacién
cronica y el cancer estan intrinsecamente ligados, siendo clave entender esta
relacion para prevencion y tratamiento. La inflamacién persistente puede danar el
ADN y promover la proliferacion celular, creando un entorno favorable para el
desarrollo tumoral. Identificar mediadores inflamatorios clave (citocinas,
quimiocinas) y vias de sefializacion implicadas (NF-kB, STAT3) es fundamental
para comprender este vinculo. Estos componentes inflamatorios influyen en todas
las etapas del cancer, desde la iniciacion hasta la metastasis. EI conocimiento de
esta interaccion permite el desarrollo de terapias dirigidas. Estas terapias buscan
interrumpir la conexién patolégica entre inflamacién y cancer, bloqueando
mediadores especificos o inhibiendo vias de sefializacion clave. El objetivo es privar
al cancer del apoyo que la inflamacion cronica le brinda para su crecimiento y
diseminacion. Esta estrategia ofrece nuevas herramientas terapéuticas para
combatir en cancer. La investigaciéon continua en esta area es esencial para
descubrir nuevas dianas y optimizar las estrategias existentes, mejorando asi los

resultados para los pacientes con cancer. (Coussens & Werb, 2002).
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2.9. Técnicas Experimentales en la Investigacion de la Inflamacion

2.9.1. Ensayos de Viabilidad Celular y Evaluacion de Toxicidad

Los ensayos de viabilidad celular y evaluacion de toxicidad representan un conjunto
de técnicas indispensables en la investigacion biomédica, farmacologica vy
toxicolégica. Su propdsito primordial es discernir si una sustancia o tratamiento
propuesto es seguro y eficaz para las células. En esencia, estos ensayos buscan
responder a dos preguntas criticas: ¢estan las células vivas y funcionando

correctamente? y ¢ esta la sustancia en cuestién causando algun dafo celular?

La viabilidad celular se define como la capacidad de las células para mantener sus
funciones vitales, incluyendo el metabolismo, la proliferacion y la integridad de la
membrana. Los ensayos de viabilidad celular, por lo tanto, miden estos parametros
para evaluar la salud general de una poblacion celular. Por otro lado, la evaluacion
de toxicidad se centra en cuantificar el grado en que una sustancia puede inducir
dafo o muerte celular. Esta distincion es crucial, ya que una sustancia puede no

ser inmediatamente toxica, pero aun asi afectar negativamente la viabilidad celular.

2.9.2. Metodologias Clave en Ensayos de Viabilidad y Toxicidad

La diversidad de ensayos disponibles refleja la complejidad de la biologia celular.

A continuacion, se describen algunas de las metodologias mas utilizadas:

Ensayos Colorimétricos: Estos ensayos se basan en la medicién de cambios en
el color de un indicador quimico, los cuales son proporcionales a la actividad
metabdlica de las células. Un ejemplo comun es el ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), donde las células viables reducen el MTT a

un producto de formazan purpura.

Ensayos de Fluorescencia: Estos ensayos emplean marcadores fluorescentes
que se unen a componentes celulares especificos, como el ADN o las enzimas. La
intensidad de la fluorescencia emitida proporciona una medida de la viabilidad o la
muerte celular. Por ejemplo, la tincidn con yoduro de propidio permite identificar

células con membranas danadas.

Ensayos de Luminiscencia: Estos ensayos miden la produccion de luz generada

por reacciones enzimaticas, como la actividad de la ATPasa. La cantidad de luz
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emitida es directamente proporcional a la cantidad de ATP presente, lo que a su

vez refleja la cantidad de células metabdlicamente activas.

Ensayos de Integridad de Membrana: Estos ensayos evaluan la permeabilidad
de la membrana celular, un indicador clave de la salud celular. La liberacion de
enzimas citoplasmaticas, como el lactato deshidrogenasa (LDH), en el medio de

cultivo sefala dano en la membrana.

2.9.3. Importancia y Aplicaciones

La relevancia de estos ensayos se extiende a multiples areas:

Desarrollo de farmacos: Permiten identificar compuestos con potencial

terapéutico y evaluar su seguridad antes de su uso en ensayos clinicos.

Toxicologia Ambiental: Ayudan a determinar los efectos nocivos de sustancias

quimicas y contaminantes en la salud humana y el medio ambiente.

Investigacion Basica: Proporcionan herramientas para estudiar los mecanismos

celulares y moleculares que regulan la viabilidad y la muerte celular.

2.9.4. Cuantificacion de Mediadores Inflamatorios: ELISAy qPCR

ELISA: Cuantificacion de Proteinas Inflamatorias

El ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) es una técnica de
inmunoensayo ampliamente utilizada para detectar y cuantificar proteinas, como
las citocinas, en muestras biologicas. Su alta sensibilidad y especificidad lo

convierten en una herramienta valiosa para la investigacion de la inflamacion.
Principios Fundamentales:

o EI ELISA se basa en la interaccion antigeno-anticuerpo, donde un
anticuerpo especifico se une al mediador inflamatorio de interés.

o La senal generada por una reaccidén enzimatica es proporcional a la
cantidad del mediador presente en la muestra.

o Existen diferentes formatos de ELISA, como el ELISA directo,
indirecto, sandwich y competitivo, cada uno con sus propias ventajas

y desventajas.
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Aplicaciones Clave:

o Medicién de los niveles de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1[3,
IL-6) y antiinflamatorias (IL-10).

o Evaluacion de la eficacia de terapias antiinflamatorias en ensayos
clinicos.

o Diagnéstico de enfermedades inflamatorias y seguimiento de la

progresion de la enfermedad.

2.9.5. gPCR: Cuantificacion de la Expresion Génica Inflamatoria

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR) es una técnica de
biologia molecular que permite cuantificar la expresién de genes relacionados con
la inflamacion. Su alta sensibilidad y especificidad lo convierten en una herramienta
poderosa para estudiar la regulacion de la respuesta inflamatoria a nivel

transcripcional.
Principios Fundamentales:

o La gPCR se basa en la amplificacién de secuencias de ADN
especificas, utilizando cebadores y una enzima polimerasa.

o La cantidad de ADN amplificado se mide en tiempo real, lo que
permite determinar la cantidad de ARN mensajero (ARNm) presente
en la muestra.

o La gPCR permite detectar incluso pequefias variaciones en la
expresion génica, lo que la hace ideal para estudiar la regulaciéon

fina de la respuesta inflamatoria.
Aplicaciones Clave:

o Analisis de la expresion de genes de citocinas, quimiocinas y otros
mediadores inflamatorios.

o Estudio de los mecanismos moleculares que regulan la respuesta
inflamatoria en diferentes contextos bioldgicos.

o ldentificacion de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias.
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La Sinergia de ELISAy gPCR

La combinacién de ELISA y qPCR proporciona una vision integral de la respuesta
inflamatoria, al permitir la cuantificacion tanto de proteinas como de la expresion
génica. Esta sinergia es crucial para comprender la dinamica de la inflamacion y

para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

La eleccion de la técnica adecuada depende del mediador inflamatorio de interés,
la sensibilidad requerida y la disponibilidad de muestras. Es fundamental utilizar
controles adecuados y realizar analisis estadisticos rigurosos para garantizar la

validez de los resultados.

2.9.6 Modelos Experimentales de Inflamacion: In Vitro vs. In Vivo

La investigacion de la inflamacion requiere el uso de modelos experimentales que
permitan estudiar los mecanismos moleculares y celulares involucrados en esta
respuesta bioldgica. Los modelos in vitro e in vivo ofrecen diferentes ventajas y

desventajas, y la eleccidon del modelo adecuado depende del objetivo del estudio.

Modelos In Vitro utilizan células o tejidos aislados para estudiar la inflamacién en

un entorno controlado.
Ventajas:

o Permiten un alto grado de control sobre las variables
experimentales.

o Son mas econdémicos y rapidos que los modelos in vivo.

o Reducen el uso de animales en la investigacion.

o Permiten el estudio de mecanismos celulares y moleculares

especificos.

Desventajas:

o No reproducen la complejidad de la respuesta inflamatoria en un

organismo Vvivo.
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Ejemplos:

Pueden no predecir con precision los efectos de los farmacos o
tratamientos en humanos.

La falta de interacciones sistémicas.

Cultivos celulares de macrofagos o células endoteliales estimulados
con lipopolisacarido (LPS) o citocinas.

Modelos de co-cultivo que simulan la interaccion entre diferentes
tipos celulares.

El uso de modelos de tejidos 3D.

Modelos in vivo utilizan animales de laboratorio para estudiar la inflamacién en un

organismo completo.

Ventajas:

Reproducen la complejidad de la respuesta inflamatoria en un
organismo Vvivo.

Permiten estudiar los efectos sistémicos de la inflamacion.
Proporcionan una mayor relevancia clinica para la investigacion

traslacional.

Desventajas:

Ejemplos:

Son mas costosos y requieren mas tiempo que los modelos in vitro.
Plantean consideraciones éticas relacionadas con el uso de
animales.

La extrapolacion de los resultados a humanos puede ser compleja.

Modelos de inflamacion inducida por LPS en ratones o ratas.
Modelos de artritis reumatoide o enfermedad inflamatoria intestinal
en animales.

Modelos de inflamacion crénica.
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2.10. Aplicaciones de la Investigacion en Inflamacién

La investigacion en inflamacién abarca un extenso espectro de aplicaciones que

impactan directamente en la salud humana y el desarrollo de estrategias

terapéuticas. Su alcance va mucho mas alla del simple alivio de los sintomas,

adentrandose en la comprension fundamental de los procesos patoldégicos

subyacentes de enfermedades cronicas y agudas. Algunas de las areas clave

donde la investigacion en inflamacion despliega su significativa influencia incluyen:

Desarrollo de Terapias Antiinflamatorias:

O

La investigacion en inflamacion es fundamental para el desarrollo de
nuevos farmacos que puedan modular la respuesta inflamatoria.
Esto incluye la identificacién de nuevos blancos terapéuticos y el
disefio de farmacos que puedan inhibir la produccion de mediadores
inflamatorios.

Ejemplos de esto son los tratamientos para la artritis reumatoide, la

enfermedad de Crohn y la psoriasis.

Comprension de Enfermedades Croénicas:

O

La inflamacion cronica desempefia un papel clave en la patogénesis
de muchas enfermedades crénicas, como la aterosclerosis, la
diabetes y el cancer.

La investigacion en inflamaciéon ayuda a comprender los
mecanismos moleculares y celulares que subyacen a estas
enfermedades, lo que puede conducir al desarrollo de nuevas

estrategias de prevencion y tratamiento.

Permite identificar componentes especificos (proteinas, enzimas,
vias de sefializacion) que pueden convertirse en dianas terapéuticas

novedosas

Diagnéstico y Pronéstico de Enfermedades:

o Los marcadores inflamatorios pueden utilizarse para diagnosticar y

pronosticar diversas enfermedades.
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O

Por ejemplo, la proteina C reactiva (PCR) es un marcador
inflamatorio que se utiliza para evaluar el riesgo de enfermedad
cardiovascular.

La investigacion continua en estos marcadores ayuda a la mejora de

la precision en los diagnosticos.

Impulsa el descubrimiento y la validacion de nuevos biomarcadores
inflamatorios con mayor especificidad y sensibilidad para diferentes
enfermedades. Estos nuevos marcadores podrian permitir
diagndsticos mas tempranos, una mejor estratificacion del riesgo de
la enfermedad y un seguimiento mas preciso de la respuesta al

tratamiento.

La investigacion puede llevar al desarrollo de paneles de
biomarcadores inflamatorios, que combinan la medicién de varios
marcadores simultaneamente. Estos paneles podrian proporcionar
una vision mas completa del estado inflamatorio del paciente,
mejorando la precision diagnostica y prondstica en enfermedades

complejas donde un solo marcador puede ser insuficiente.

Medicina Regenerativa:

O

O

La inflamacion desempefia un papel crucial en la regeneracion de
tejidos.

La investigacion en inflamaciéon puede ayudar a desarrollar nuevas
estrategias para promover la regeneracion de tejidos dafiados, como

en lesiones de la médula espinal o enfermedades cardiacas.

Investigacién en Inmunologia:

Oncologia:

La inflamacion es una parte integral de la respuesta inmune.
La investigacion en inflamacion contribuye a una mejor comprensiéon
de como el sistema inmune responde a infecciones, lesiones y otras

amenazas.
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o La inflamacién crénica crea un ambiente pro-cancerigeno al dafar el
ADN e inducir mutaciones. Libera factores que estimulan la
proliferacion y supervivencia de células precancerosas y promueve la
formacion de vasos sanguineos tumorales (angiogénesis). Facilita la
invasion y metastasis al degradar tejidos circundantes y, puede
suprimir la respuesta inmunitaria contra el tumor.

o Lainvestigacion en inflamacion esta explorando como la modulacion
de la respuesta inflamatoria. Un ejemplo de tratamiento innovador
para el cancer, con un fuerte componente de modulacién del sistema
inmunitario y, por ende, de la inflamacion, son las terapias con células

CAR T (Chimeric Antigen Receptor T-cell therapy).

2.11. Importancia Continua de la investigacion en Inflamacién.

La investigacion en inflamacion es de trascendental importancia global, dada su
conexidn con la patogénesis de numerosas enfermedades cronicas y agudas que
impactan significativamente la salud y el bienestar de las poblaciones a nivel
mundial, incluyendo condiciones como la artritis reumatoide, la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), el asma, la ateroesclerosis y el Alzheimer. Profundizar
en los mecanismos moleculares y celulares que orquestan la respuesta
antinflamatoria, incluyendo la identificacién de mediadores pro y antiinflamatorios,
las vias de senalizacion intracelular involucradas como la via del NF-kB, la via de
las MAP Quinasas, la via de las JAK-STAT, la via del Inflamasoma, la via de la
Fosfolipasa A2 y el Acido Araquidénico, y la via de la PI3K/Akt, resulta esencial
para el disefio y desarrollo de terapias mas eficaces para diversas patologias. Una
comprension exhaustiva de los procesos inflamatorios abre la puerta a la creacién
de farmacos mas selectivos y con menos efectos secundarios, y también podria
conducir al desarrollo de intervenciones tempranas y enfoques preventivos que

mitiguen la carga de estas enfermedades en la sociedad.
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lll. MATERIALES Y METODOS

51



3.1. Obtenciéon de derivados de R-(-)- y S-(+)-carvona.

Las cavonas sintéticas se obtuvieron en el laboratorio de Quimica Organica del
Departamento de Quimica de la Universidade da Beira Interior, Portugal, bajo la
direccion del Doctor Jesus Rodilla. Estos terpenos se purificaron y caracterizaron
como se describe a continuaciéon mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectroscopia infrarroja (IR) y Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (MS-
AR).(Rodilla et al., 2016).

3.1.1. Sintesis General

Todos los reactivos quimicos se compraron con la mayor pureza disponible y se
utilizaron sin purificacion adicional. El éter dietilico, el tetrahidrofurano y el benceno
se destilaron a partir de sodio y benzofenona bajo atmodsfera de argon; el
diclorometano y la piridina se destilaron a partir de hidruro de calcio bajo atmdsfera
de argon. En la sintesis de derivados de carvona, se dispusieron carvona, acido
nitrobenzoico y N-bromosuccinimida en diclorometano, empleando como
catalizador prolina Il (al 2% o 20% de carga) o alternativamente para mejorar el
rendimiento y sostenibilidad, hidrotalcita en lugar de AICI;. La mezcla se agitd
durante seis dias a temperatura ambiente o 39 °C, tras lo cual se evapor6 el
solvente y los compuestos resultantes se purificaron mediante cromatografia en
columna de gel de silice con una mezcla de n-hexano y acetato de etilo. El protocolo
especifico con prolina Il al 2% generd los bromoésteres 7 (34%) y 8 (20%) con un
dr del 26%, junto con subproductos 5 (16%) y 6 (4%), mientras que el uso de
hidrotalcita demostrd ser un catalizador eficiente, mejorando significativamente el

rendimiento de los compuestos. (Pombal et al., 2018; Rodilla et al., 2016).

3.1.2. Caracterizacion

Los espectros de 'H y "*C RMN se registraron en un Bruker Advance 400 MHz DRX
(400 MHz para "H y 100 MHz para "*C) (Bruker Biospin, Wissembourg, Francia) y
en un VARIAN 200 (200 MHz para 'H y 50 MHz para "*C) (Varian Inc, Palo Alto,
California, EE. UU.). Los desplazamientos quimicos se expresan en & (ppm) y las
constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz. Todos los espectros se realizaron en
CDCl; como solvente y se referenciaron al pico residual de CHCI; en & = 7.26 ppm

para'Hy & =77.0 ppm para **C.
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Cristalografia de Rayos X. Se obtuvieron monocristales de 7 y 8 para el analisis de
DRX (difraccibn de rayos X) por evaporaciéon lenta de una solucion en
hexano/CH,Cl, (98:2) a temperatura ambiente. Los datos de intensidad de
difraccion de rayos X se recolectaron para los compuestos 7 y 8 en un difractdmetro
de rayos X de monocristal Bruker Kappa Apex Il (Bruker AXS Inc) con
monocromador de grafito y detector CCD para la recoleccion de datos de difraccion
de cristales unicos montados en fibra de vidrio. Los parametros de la celda unitaria
se determinaron a partir de la difraccion de 36 fotogramas, y los datos se integraron
con el software SAINT. Se aplicé una correccion por absorcion mediante el método
multiscan (SADABS). La estructura cristalina se resolvié por métodos directos y se
refind por minimos cuadrados de matriz completa utilizando el software SHELXTL,
con atomos no de hidrégeno refinados anisotropicamente y atomos de hidrogeno

posicionados geométricamente (Pombal da Silva, 2018).

3.1.3. Catalisis con hidrotalcita

Para obtener los compuestos requeridos, el estudio se inicio utilizando un acido de
Lewis como AICI; y peroxido de hidrogeno como oxidante. La epoxidacion tuvo
lugar en el doble enlace terminal, obteniéndose el epdxido 2 y un rendimiento
moderado de los compuestos 7 y 8. La estereoquimica absoluta fue determinada
mediante experimentos de NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy), una
técnica de RMN que permite establecer relaciones espaciales entre nucleos
atomicos dentro de una molécula, lo que a su vez revela su configuracion
tridimensional. Los compuestos resultaron de la epoxidacion del doble enlace
terminal de la carvona, seguida de la oxidacion de Baeyer-Villiger de la cetona y la
posterior apertura del epdxido por el grupo acido resultante de la lactona. La
reaccion de Baeyer-Villiger es una reaccidén organica que convierte una cetona en
un éster por la insercion de un atomo de oxigeno entre el grupo carbonilo y uno de
los grupos alquilo adyacentes, utilizando un peracido como oxidante. En este caso,
el perdxido de hidrégeno, en presencia del catalizador, generé in situ la especie
peracidica necesaria para la oxidacién de Baeyer-Villiger. La apertura del epoxido
por el acido carboxilico intramolecularmente condujo a la formacién de los
compuestos 7 y 8. Las hidrotalcitas son materiales laminares doble hidroxidos
anioénicos (LDHs) que han ganado atencion en catalisis debido a su basicidad, y

capacidad de intercambio anidnico. (Pombal et al., 2018; Rodilla et al., 2016).
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3.2. Sintesis de epoxidos derivados de la 7,8-carvona.

3.2.1. Bromoésteres.

Los derivados halogenados se sintetizaron mediante reacciones de adicion
electrofilica de halégenos (bromo o cloro) al doble enlace exociclico de la (R)-(-)-
carvona, utilizando bromo elemental (Br;) o cloro elemental (Cl,) en disolventes
inertes como diclorometano (CH,Cl,), junto con la (R)-(-)-carvona original. El
presente trabajo describe la sintesis separada de estos 7,8-epoxiderivados a partir
de bromoésteres de carvona mediante un procedimiento organocatalizado en
condiciones acidas, aprovechando la diferente reactividad de los dobles enlaces de
la carvona. La selecciéon de organocatalizadores (prolina, quinina, quinidina y
difenilprolinol) se bas6 en su capacidad para facilitar la transferencia de bromo
(utilizando NBS) y formar complejos con halégenos, permitiendo la obtencion de los
bromoderivados intermedios en diclorometano como solvente, dando paso a una

nueva via de acceso a estos epdxidos (Pombal et al., 2018; Pombal da Silva, 2019).

3.2.1.1. (5R,7RS)-7,8-Dibromocarvona (6). CAR: 22-5, 23-6, 23-7.
Se obtuvo con un rendimiento del 4% (82.0 mg) mediante cromatografia en

columna usando n-hexano/EtOAc (95:5). Presenta wuna rotaciéon Optica
[a]*°<0xE1><0xB5><0x8F> = -10.6 (c = 1.88 mezcla de diasteredmeros 3/1 en
CHCI,), bandas caracteristicas en el espectro IR (pelicula) v: 2980, 2923, 1668,
1380, 1257, 1083, 1060, 904, 711; y espectros de RMN de '"H RMN (400 MHz,
CDCl3): 8 =6.71 (1H, dt, J = 15.0, 4.6 Hz, H-6), 3.93 (1H, m, Ha-8), 3.82 (1H, d, J
= 10.3 Hz, Hb-8), 2.60 (2H, m, H-6), 2.42 (3H, m, H-5), 1.84 (3H, s, H-9), 1.76 (s,
3H, H-10); **C RMN (100 MHz, CDCls): 6 = 198.4, 143.4, 135.3, 71.0, 42.3, 40.7,
40.6, 28.8, 27.9, 15.6; HRMS (IE) m/z calculado para C;,H;¢Br,O 308.9484 (M +
H*) encontrado 308.9479.

3.2.1.2. (5R,7R)-8-Bromo-7-(2-nitrobenzoato)carvona (7). CAR: 26-12, 29-11.
Obteniendo un rendimiento de 898.1 mg (34%) tras purificacion con n-
hexano/EtOAc  (7:3). ElI compuesto presenta una rotacion Optica
[0]*°<0XE1><0xB5><0x8F> = +41.7 (c = 0.48 en CHCI;); bandas IR (pelicula) v:
1728, 1668, 1530, 1348, 1289, 1255, 1123, 1066, 908, 733, 730; y espectros de
RMN de 'H RMN (400 MHz, CDCI): 8 = 7.91 (1H, dd, J = 8.0, 1.2 Hz, H-6'), 7.72
(1H, m, H-5"), 7.64 (1H, m, H-4'), 7.61 (1H, m, H-3"), 6.74 (1H, m, H-3), 4.06 (1H, d,
J =11.1 Hz, Ha-8), 4.01 (1H, d, J = 11.1 Hz, Hb-8), 2.82 (1H, m, H-5), 2.50 (1H, m,
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Ha-6), 2.43 (1H, m, Ha-4), 2.29 (1H, m, Hb-6), 2.20 (1H, dd, J = 15.9, 14.2 Hz, Hb-
4), 1.74 (s, 3H, H-10), 1.72 (s, 3H, H-9); "*C RMN (100 MHz, CDCI;): 6 = 198.1,
164.4,147.3,144.5,135.3, 133.4, 131.6, 129.7, 128.5, 124.0, 85.4, 41.0, 38.5, 35.4,
26.1, 19.0, 15.6; C;<0xE2><0x82><0x87>H;<0xE2><0x82><0x88>BrNOsNa. Se
confirmo mediante HRMS (m/z calculado 418.0260, encontrado 418.0265).

3.2.1.3. (5R,7S)-8-Bromo-7-(2-nitrobenzoato) carvona (8). CAR 26-14, 29-13
Isémero 1. CAR R2-12 Isémero 2.

Se obtuvo un rendimiento del 20% (528.3 mg) mediante cromatografia en columna
(n-hexano/EtOAc, 7:3). EI compuesto presenta una rotacidbn Optica
[0]*°<0xE1><0xB5><0x8F> = +6.9 (c = 1.44 en CHCI;); espectro IR v: 1728, 1668,
1530, 1348, 1289, 1255, 1123, 1066, 908, 733, 711; y espectros de RMN de 'H
RMN (400 MHz, CDCl3): 6 =7.91 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-6"), 7.66 (1H, m, H-5"), 7.65
(1H, m, H-4"), 7.61 (1H, m, H-3"), 6.68 (1H, m, H-3), 4.15 (1H, d, J = 11.2 Hz, Ha-8),
3.90 (1H, d, J = 11.2 Hz, Hb-8), 2.82 (1H, m, H-5), 2.58 (1H, m, Ha-6), 2.36 (1H, m,
Ha-4), 2.24 (1H, dd, J = 15.8, 14.7 Hz, Hb-6), 2.19 (1H, m, Hb-4), 1.72 (3H, s, H-9),
1.71 (3H, s, H-10). ; *C RMN (100 MHz, CDCl;): & = 198.5, 164.4, 147.1, 143 .4,
135.6, 133.4, 133.1, 129.5, 128.5, 124.0, 85.2, 40.9, 38.2, 35.5, 26.3, 18.7, 15.6;
C1<0xE2><0x82><0x87>H;<0xE2><0x82><0x88>BrNOsNa* 418.0266 (M + Na™)

formula confirmada mediante HRMS (IE) m/z encontrado 418.0265.

3.2.1.4. 7-hidroxi-8-(2-nitrobenzoato)carvona. CAR 13-18.
Fue purificado por cromatografia en columna (gel de silice, hexano/EtOAc 5:5). IV:

3435; 2979; 1707; 1657; 1578; 1530; 1349; 1289; 1253; 1125; 1072; 777; 733 cm™".
'H RMN (400 MHz, CDCl3) 6: 7.80 (1H; m; H-6'); 7.71 (3H; ddd; J= 7.3, 2.2, 1.2 Hz;
H-12, H-15, H-4"); 7.61 (1H; m; H-3"); 6.74 (1H; m; H-3); 4.53 (1H, s; OH); 4.22 (2H,;
m; H-8); 2.64 (2H; m; H-4); 2.64 (1H; m; Ha- 6); 2.31 (2H; m; Hb-6, H-5); 1.69 (3H;
s; H-10); 1.19 (3H; d; J= 2.7 Hz; H-9). *C RMN (400 MHz; CDCI;) &: 200.6 (C-1);
179.1 (C-1'); 165.2 (C-7'); 145.4 (C-3); 135.1 (C-2); 133.1 (C-4'); 133.1 (C-5"); 132.2
(C-3'); 130.2 (C-2'); 123.8 (C-6'); 72.3 (C-7); 71.0 (C-8); 41.7 (C-5); 38.4 (C-6); 29.6
(C-4); 20.9 (C-9); 15.5 (C-10). [a]20°C= +5.5 c= 1.98 mg/mL CHCIl;. HRMS (El)
calculado para C1<0xE2><0x82><0x87>H;<0xE2><0x82><0x88>BrNOsNa
requiere (M+Na) 334.1285; encontrado 334.1286.
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3.3. Reactivos y Medios de Cultivo

3.3.1. Reactivos y sustancias biolégicas

Lipopolisacarido (LPS): Se utilizé LPS de Escherichia coli (serotipo especificado por
el proveedor) como un potente inductor de la respuesta inflamatoria en macréfagos
RAW 264.7 (Kawai & Akira, 2010). EI LPS es una endotoxina bacteriana que activa
la via de senalizacion del receptor Toll-like 4 (TLR4), desencadenando la
produccion de citoquinas proinflamatorias. Esta respuesta es fundamental para

modelar la inflamacién en estudios in vitro.

Carvona: El compuesto terpénico (pureza especificada por el proveedor) fue
disuelto en DMSO como agente de prueba para evaluar su potencial
antiinflamatorio. Los terpenos, como la carvona, han demostrado tener diversas
actividades bioldgicas, incluyendo propiedades antiinflamatorias, lo que justifica su

evaluacion en este contexto.

MTT: (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio): Este reactivo se
empled para determinar la viabilidad celular mediante la formacién de cristales de

formazan, indicativos de la actividad metabdlica de las células (Mosmann, 1983).

Kits ELISA: Se utilizaron kits ELISA comerciales (marca y numero de catalogo
especificos) para la cuantificacion de TNF-a e IL-6 en los sobrenadantes de los
cultivos celulares. Los ensayos ELISA son técnicas inmunoldgicas sensibles y

especificas que permiten la cuantificacion de citoquinas en muestras biolégicas.

Dimetilsulfoxido (DMSO): Se utilizd6 DMSO para disolver los cristales de formazan
formados en el ensayo MTT. El DMSO es un solvente polar aprético que es capaz

de disolver una amplia gama de compuestos organicos.

3.3.2. Medios de Cultivo:

DMEM (Medio Eagle Modificado por Dulbecco): El medio DMEM se suplementé con
10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-
glutamina para proporcionar un ambiente de crecimiento éptimo para las células
RAW 264.7. EI DMEM es un medio de cultivo basal que proporciona los nutrientes

esenciales para el crecimiento celular.
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PBS (Tampon fosfato salino): Se utilizé PBS para el lavado de células y la
preparacion de las muestras para los ensayos. EI PBS es una solucion salina

isoténica que mantiene el pH y la osmolaridad de las células.

3.4. Equipos y Software
3.4.1. Equipos

Espectrofotdmetro de microplacas: Se utilizé para la lectura de la densidad éptica
en los ensayos de MTT y ELISA. Los espectrofotometros de microplacas son
instrumentos que miden la absorbancia de la luz en muestras contenidas en placas

de microtitulacion.

El hemocitometro es una lamina de vidrio especializada disefiada para contar
células en suspensiones liquidas bajo un microscopio. Su uso principal radica en
determinar la concentracion de células en una muestra, o que es esencial en
diversos campos como la biologia celular, la microbiologia, la hematologia y la

biotecnologia.

Incubadora de CO,: Se mantuvo a 37°C y 5% de CO, para simular las condiciones
fisiologicas necesarias para el cultivo celular. Las incubadoras de CO, proporcionan

un ambiente controlado para el crecimiento celular.

Centrifuga: Se utilizé6 para la separacién de los sobrenadantes de los cultivos
celulares. Las centrifugas separan los componentes de una mezcla mediante la

aplicacion de fuerza centrifuga.

Cabina de flujo laminar: Se empled para mantener condiciones estériles durante la
manipulacion de las células y los reactivos. Las cabinas de flujo laminar

proporcionan un ambiente de trabajo estéril para evitar la contaminacion.

3.4.2 Software
Software estadistico (GraphPad Prism): Se utilizé para el analisis estadistico de los
datos experimentales. GraphPad Prism es un software estadistico y de graficos

ampliamente utilizado en investigacion biomédica.

Software del espectrofotdmetro: El software permitié controlar todos los parametros
del espectrofotometro, como la longitud de onda, el ancho de banda, el tiempo de
integracion y la velocidad de escaneo. El software recopil6 automaticamente los

datos de absorbancia o transmitancia en funcion de la longitud de onda. Se empled
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para el procesamiento de las lecturas de densidad Optica. Los datos se

almacenaron en formatos digitales, lo que facilité su analisis y manipulacion.

3.5. Linea Celular Utilizada

Se utilizaron células RAW 264.7, una linea celular inmortalizada de macréfagos
murinos derivada de médula ésea (Raslova et al., 2018). Esta linea celular es
ampliamente utilizada en estudios de inflamacion debido a su alta sensibilidad a
estimulos inflamatorios como el LPS y su capacidad para producir citoquinas
proinflamatorias. Los macrofagos RAW 264.7 son un modelo celular establecido
para estudiar la respuesta inflamatoria in vitro. Las células se mantuvieron en
DMEM suplementado con 10% de FBS y se incubaron a 37°C en una atmodsfera de
5% de CO,. Estas condiciones de cultivo proporcionan un ambiente 6ptimo para el

crecimiento y la viabilidad de las células RAW 264.7.

3.6. Preparacion de los Ensayos Condiciones de Cultivo Celular

Las células RAW 264.7 se cultivaron a una densidad de 0.2 x10%pocillo (esta
densidad de siembra permite una monocapa confluente y uniforme) en placas de
96 pocillos tratadas para células adherentes en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM-Gibco-BRL Life Biotechnologies, Grand Island, NY, EE. UU.) con
suero fetal bovino (FCS) al 10% (Sigma Aldrich® Chemical Co, Louis, MO, EE.
UU.). Se realizaron cambios de medio cada 48 horas para asegurar condiciones
optimas de crecimiento y viabilidad celular. Los cambios de medio proporcionan
nutrientes frescos y eliminan los productos de desecho. Para el bioensayo. Se
cultivaron durante 2 horas a 37 °C en una atmdsfera con 5% de CO,. Las células
no adherentes se eliminaron y las células adherentes se pretrataron con diferentes
concentraciones de los compuestos y se incubaron a 37 °C en una atmadsfera con
5% de CO, (Gomez-Mejiba et al., 2014). Luego, las células se estimularon con
lipopolisacarido bacteriano (LPS) por un minimo de 6 horas y un maximo de 24
horas. Los compuestos que resultaron con un efecto inhibitorio en las células Raw
264.7 se utilizaron para medir la produccidon de mediadores inflamatorios y 6xido
nitrico. Para este fin, los macréfagos se cultivaron a una densidad de 0.2
x10¢/pocillo en placas de 96 pocillos tratadas para células adherentes. Los cultivos
se mantuvieron durante 2 horas a 37 °C en una atmésfera con 5% de CO,. Pasado

este tiempo, las células no adherentes se eliminaron mediante lavado y las células
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adherentes se trataron con los compuestos seleccionados y se incubaron por

diferentes periodos de tiempo a 37 °C. (Gonzalez Mosquera et al., 2020).

3.6.1 Tratamientos con Carvonay LPS

3.6.1.1 Grupos Experimentales
e Grupo control negativo: Células cultivadas en medio DMEM sin tratamiento

ni estimulacion con LPS. Este grupo control proporciona una linea de base
para comparar los efectos de los tratamientos.

e Grupo control positivo: Células estimuladas con LPS (1 pg/mL) para inducir
la respuesta inflamatoria. Este grupo control demuestra la capacidad de las
células para responder a un estimulo inflamatorio.

e Grupos tratados: Células pretratadas con carvona a concentraciones de 10,
25, 50, 75 y 100 uM durante 1 hora, seguidas de la estimulacion con LPS (1
Mg/mL) durante 24 horas. Este disefio experimental permite evaluar el efecto

preventivo de la carvona sobre la inflamacién inducida por LPS.
3.6.1.2. Protocolo de Tratamiento

Se anadidé carvona a las concentraciones indicadas y se incubd durante 1 hora.
Este pretratamiento permite que la carvona interactue con las células antes de la
induccion de la inflamacion. Posteriormente, se anadié LPS (1 pyg/mL) y las células
se incubaron durante 24 horas para inducir la inflamacion. Este tiempo de
incubacion permite que se desarrolle una respuesta inflamatoria robusta. Gonzalez
et al. (2021).

3.7. Métodos Experimentales

3.7.1. Conteo celular

la camara de Neubauer mejorada. Esta camara cuenta con una hendidura en forma
de H en el centro que divide el espacio en dos camaras de conteo, y tiene rejillas
grabadas en la superficie para facilitar un conteo celular mas preciso. La rejilla
principal de 3x3 mm esta subdividida en nueve cuadrados de 1x1 mm, que a su
vez se dividen en 16, 100 o 400 cuadrados mas pequefios, permitiendo asi el
conteo de células de diferentes tamafos. Para contar células sanguineas los
cuadrantes ubicados en las esquinas se utilizan para contar los globulos blancos
(Figura 3, cuadrantes azules), ya que, al tener una menor concentracion que los

glébulos rojos, requieren un area mas amplia para realizar el conteo. El cuadrado
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central se utiliza para el conteo de plaquetas y glébulos rojos, y se divide en 25

cuadrados (Figura 4, cuadrantes rojos) (Electron Microscopy Sciences, 2024).

El azul de tripano es un colorante usado para cuantificar células vivas al tefir
exclusivamente las células muertas. Dado que las células vivas tienen una
membrana intacta, el colorante no puede penetrarlas, mientras que, en las células
muertas, el azul de tripano atraviesa la membrana porosa y llega al citoplasma. Bajo

el microscopio 6ptico, solo las células muertas aparecen de color azul.

3.7.1.1. Procedimiento
Protocolo de Conteo Celular en Camara de Neubauer usando Azul de Tripano

e Preparacion de la Suspension Celular: Resuspender el pellet celular en el medio
adecuado hasta obtener una suspension homogénea.
e Preparacion de la Mezcla con Azul de Tripano: Preparar una dilucion de la

suspension celular mezclando una pequena porcion de esta con azul de tripano.
Se recomienda una dilucién de 1:20 o 1:40, como, por ejemplo:

e Mezclar 19 uL de azul de tripano con 1 pL de la suspensién celular (1:20), o

e Mezclar 195 uL de azul de tripano con 5 yL de la suspensién celular (1:40).

Nota: las células vivas excluyen el colorante mientras que las muertas lo absorben,
mostrando citoplasma transparente o azul respectivamente. Por lo que las células
vivas mostraran una especie de halo bajo el microscopio mientras que las muertas

se ven azules Yy opacas.

e Carga de la Camara de Neubauer: Tomar 10 pL de la mezcla de azul de tripano
y suspension celular preparada y dispensar en la camara de Neubauer.
e Conteo Celular al Microscopio: Observar la camara de Neubauer al microscopio

y contar las células en los cuatro cuadrantes de 16 subdivisiones cada uno.

Nota: EI hemocitdmetro, cuantifica el numero de células presentes en una muestra
y/o cultivo, facilitando la diferenciacion entre glébulos blancos, mediante la

observacion microscopica de las caracteristicas morfologicas y el tamafo.
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Figura 4. Representacion del hemocitometro. Camara de Neubauer.

(A) Se presenta la estructura del hemocitdmetro con sus canales. Seguidamente (B), se
muestra la colocacion del cubreobjetos sobre la camara de conteo, creando un volumen
preciso, debe quedar plano sobre los soportes laterales, creando una camara de
profundidad definida para contar. (C) amplia la cuadricula de conteo, revelando un
cuadrado central subdividido en areas mas pequenas para facilitar el conteo. Finalmente
(D), Se representa la carga de 10 microlitros (uL), de una muestra diluida en la cdmara por
capilaridad, preparandola para la posterior cuantificacion celular bajo el microscopio. Las
diluciones mas frecuentes para el conteo de células suelen ser de 1:10, 1:20 o 1:40, segun
la densidad del cultivo. Evitar la sobrecarga y las burbujas para asegurar una distribucion
uniforme de las células en la cuadricula.
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Figura 5. Conteo diferencial en la Camara de Neubauer.
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Los cuatro cuadrados grandes de las esquinas (azules) se utilizan para el conteo total de
leucocitos, mientras que el cuadrado grande central (no coloreado) se emplea para el
conteo diferencial leucocitario. Alrededor se ilustran los diferentes tipos de leucocitos
(neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, monocitos, linfocitos), mostrando sus caracteristicas
morfoldgicas distintivas tras la tincion.

3.8. Ensayo de Viabilidad Celular (MTT):

La viabilidad celular de las carvonas seleccionadas para este estudio se evalud en
células de macrofagos RAW 264.7 mediante un ensayo de bromuro de metiltiazolil-
difeniltetrazolio (MTT) (Paduch et al., 2016). EI MTT se baso en la conversion de la
sal amarilla de tetrazolio por parte de las células viables en cristales purpura de
formazan. La reaccion fue catalizada por el succinato deshidrogenasa mitocondrial.
Tras 24 horas de incubacion de las células con los terpenos a diferentes
concentraciones (1 a 500 uM) en 100 uL de medio de cultivo, se anadié una solucion
de MTT (5 mg/mL, 25 pL/pocillo) y se incubd durante 3 horas. Los cristales purpuras
de formazan que se formaron en el medio se solubilizaron durante una noche en
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10% en una mezcla de HCI 0,01 M. El producto se
cuantificd espectrofotométricamente midiendo su absorbancia a 570 nm utilizando
un lector de microplacas (Glomax®). El porcentaje de células viables se calculd
usando la férmula: % de viabilidad = [(muestra OD) x 100%] / (control OD). Las
células no estimuladas, cultivadas en medio en presencia del disolvente de los
péptidos, representaron el 100% de viabilidad. Se empled acido galico (50 uM)

como control positivo. Gonzalez et al. (2023)
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3.9. Cuantificaciéon de Citoquinas (ELISA)

El ensayo ELISA, basado en la interaccién antigeno-anticuerpo, fue una técnica
inmunologica ampliamente utilizada para la cuantificacion de citoquinas como TNF-
a e IL-6 en sobrenadantes de cultivos celulares. Se empled un kit comercial que
contenia anticuerpos especificos, soluciones de lavado y sustratos, siguiendo
estrictamente las instrucciones del fabricante (ABCAM, Miami FI, EE. UU.). El
procedimiento del ELISA implico los siguientes pasos: (1) recubrimiento de la placa
con un anticuerpo de captura especifico para la citoquina de interés, (2) bloqueo de
la placa para evitar la unién no especifica de proteinas, (3) adicién de las muestras
y estandares de citoquinas a los pocillos, (4) incubacion para permitir la union de
las citoquinas a los anticuerpos de captura, (5) lavado de la placa para eliminar las
citoquinas, (6) adicidon del anticuerpo de deteccidén conjugado con una enzima que
se unid a las citoquinas capturadas, (7) incubacion y lavado nuevamente, (8)
adicion de un sustrato que reacciono con la enzima, y generd un cambio de color,
(9) detencién de la reaccion enzimatica. La medicién de la densidad éptica (DO) a
450 nm, proporcional a la concentracién de citoquinas, se realizé mediante un lector
de microplacas, y se utilizaron curvas estandar generadas con soluciones de
citoquinas conocidas para calcular las concentraciones en pg/mL. Gonzalez et al.
(2023).

3.10. Método Estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA) de una via. Previo al ANOVA, se verificaron los supuestos de normalidad
de los residuos y la homogeneidad de varianzas entre los grupos. Tras el ANOVA,
en caso de obtener una diferencia significativa (p < 0.05), se aplicd una prueba post-
hoc para identificar pares de grupos con diferencias significativas. Los resultados
de cada grupo se presentan como media + SEM. La significancia estadistica se
establecié a un nivel de alfa (a) de 0.05, considerando resultados con una
probabilidad inferior al 5% como significativos, y se reforzé para resultados
altamente significativos con un nivel de alfa (a) de 0.01, indicando una probabilidad
inferior al 1% de ocurrencia por azar. Los resultados, se mostraron con sus valores
de p ajustados, denotando los niveles de significancia como: *p < 0.05, **p < 0.01,
***p <0.001y *™*p <0.0001 (Gravetter & Wallnau, 2021).
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IV. RESULTADOS

64



4.1. Obtencién de derivados de R-(-)- y S-(+)-carvona.

4.2. Sintesis diastereoselectiva de epéxidos derivados de la 7,8-carvona.

Los epoxidos derivados de la 7,8-carvona, son compuestos que contienen un anillo
de oxirano de tres miembros, a partir de la carvona. La reaccion clave es la
epoxidacion del doble enlace 7,8 de la carvona, lograda mediante el uso de un

agente oxidante apropiado. (Figura 5.).
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La sintesis se caracteriza por su alta diastereoselectividad, lo que significa que se
favorece la formacion de un estereoisomero sobre el otro. Los epdxidos resultantes
fueron rigurosamente caracterizados mediante técnicas espectroscopicas
avanzadas, que incluia Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y *C, que
proporcionaron informacion detallada sobre la estructura y la estereoquimica de los
productos, asi como espectrometria de masas, que confirmé su masa molecular.
Los autores proponen un mecanismo de reaccidbn que explica la
diastereoselectividad observada, posiblemente involucrando la formacion de un
intermediario estereoquimicamente definido que dirige la adicién del oxigeno al
doble enlace. Los resultados demuestran la eficacia de la metodologia sintética
para obtener epodxidos de carvona con control estereoquimico, lo cual es de
relevancia para la sintesis de compuestos con potencial actividad biolégica, ya que

la estereoquimica influye en las propiedades y la actividad de las moléculas.

4.2.1.Bromoésteres

Los derivados halogenados se sintetizaron mediante reacciones de adicion
electrofila de halégenos (bromo o cloro) al doble enlace exociclico de la (R)-(-)-
carvona, utilizando bromo elemental (Br;) o cloro elemental (Cl;) en disolventes

inertes como diclorometano (CH,Cl,), junto con la (R)-(-)-carvona original. En este
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trabajo, se utilizaron, para los cuales previamente, se describio la sintesis separada
de estos 7,8-epoxiderivados a partir de bromoésteres de carvona mediante un
procedimiento organocatalizado en condiciones acidas, aprovechando la diferente
reactividad de los dobles enlaces de la carvona. La seleccion de
organocatalizadores (prolina, quinina, quinidina y difenilprolinol) se bas6 en su
capacidad para facilitar la transferencia de bromo (utilizando NBS) y formar
complejos con halégenos, lo que permitié la obtencion de los bromoderivados
intermedios en diclorometano como solvente, abriendo asi una nueva via para
acceder a estos valiosos epoxidos. La sintesis selectiva y diastereoselectiva de
derivados epoxi de 7,8-carvona a partir de carvona se realizé en dos pasos,
utilizando bromoésteres mediante organocatalisis, logrando por primera vez la
obtencion separada de estos epodxidos con potencial para la sintesis
enantioselectiva de productos naturales (Pombal et al., 2018; Pombal da Silva,
2019). Los derivados halogenados se sintetizaron mediante reacciones de adiciéon
electrofila de halégenos (bromo o cloro) al doble enlace exociclico de la (R)-(-)-
carvona, utilizando bromo elemental (Br;) o cloro elemental (Cl;) en disolventes
inertes como diclorometano (CH,Cl,). estos, junto con la (R)-(-)-carvona original. y
la seleccion de organocatalizadores (prolina, quinina, quinidina y difenilprolinol) se
basé en su capacidad para la transferencia de bromo y la formaciéon de complejos
con halégenos. La caracterizacion de los compuestos incluy6 espectroscopia RMN

("H y *C) y cristalografia de rayos X. (Pombal da Silva, 2019).

4.2.1.1. (5R,7RS)-7,8-Dibromocarvona (6). CAR: 22-5, 23-6, 23-7.

Se obtuvo con un rendimiento del 4% (82.0 mg) mediante

© cromatografia en columna usando n-hexano/EtOAc (95:5).

Presenta una rotacion optica [a]*°<0OxE1><0xB5><0x8F> = -

10.6 (c = 1.88 mezcla de diasteredmeros 3/1 en CHCI3),

Br bandas caracteristicas en el espectro IR (pelicula) v: 2980,

L 2923, 1668, 1380, 1257, 1083, 1060, 904, 711; espectros de

RMN de 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 8 = 6.71 (1H, dt, J = 15.0, 4.6 Hz, H-6), 3.93

(1H, m, Ha-8), 3.82 (1H, d, J = 10.3 Hz, Hb-8), 2.60 (2H, m, H-6), 2.42 (3H, m, H-

5), 1.84 (3H, s, H-9), 1.76 (s, 3H, H-10); "*C RMN (100 MHz, CDCI;): & = 198.4,

143.4,135.3,71.0,42.3, 40.7, 40.6, 28.8, 27.9, 15.6; HRMS (IE) m/z calculado para
C10H16Br.0 308.9484 (M + H*) encontrado 308.9479.
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4.2.1.2. (5R,7R)-8-Bromo-7-(2-nitrobenzoato) carvona (7).
o CAR: 26-12, 29-11.

Un rendimiento de 898.1 mg (34%), n-hexano/EtOAc (7:3). El

compuesto presenta una rotacion optica

B [a]*°<OXE1><0xB5><0x8F> = +41.7 (c = 0.48 en CHCI;); IR

3 (pelicula) v: 1728, 1668, 1530, 1348, 1289, 1255, 1123, 1066,

° 908, 733, 730; RMN de '"H RMN (400 MHz, CDCls): 6 = 7.91

ON (1H, dd, J = 8.0, 1.2 Hz, H-6'), 7.72 (1H, m, H-5'), 7.64 (1H,

m, H-4'), 7.61 (1H, m, H-3'), 6.74 (1H, m, H-3), 4.06 (1H, d, J

=11.1 Hz, Ha-8), 4.01 (1H, d, J = 11.1 Hz, Hb-8), 2.82 (1H, m,

H-5), 2.50 (1H, m, Ha-6), 2.43 (1H, m, Ha-4), 2.29 (1H, m, Hb-6), 2.20 (1H, dd, J =

15.9, 14.2 Hz, Hb-4), 1.74 (s, 3H, H-10), 1.72 (s, 3H, H-9); "*C RMN (100 MHz,

CDCl3): & = 198.1, 164.4, 147.3, 144.5, 135.3, 133.4, 131.6, 129.7, 128.5, 124.0,

85.4, 41.0, 38.5, 354, 26.1, 19.0, 15.6; que confirman su estructura/formula:

C.<0xE2><0x82><0x87>H,<0xE2><0x82><0x88>BrNO:Na se confirmé mediante
HRMS (m/z calculado 418.0260, encontrado 418.0265).

4.2.1.3. (5R,7S)-8-Bromo-7-(2-nitrobenzoato) carvona (8).
CAR 26-14, 29-13 Isomero 1. CAR R2-12 Isomero 2.

Con un rendimiento del 20% (528.3 mg), cromatografia en
columna (n-hexano/EtOAc, 7:3). Una rotacion optica de
[0]*°<0XE 1><0xB5><0x8F> = +6.9 (¢ = 1.44 en CHCI;); IR v:
1728, 1668, 1530, 1348, 1289, 1255, 1123, 1066, 908, 733,
711;RMN de 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 =791 (1H, d, J =
7.7 Hz, H-6'), 7.66 (1H, m, H-5"), 7.65 (1H, m, H-4"), 7.61 (1H,
m, H-3'), 6.68 (1H, m, H-3), 4.15 (1H, d, J = 11.2 Hz, Ha-8),
3.90 (1H, d, J = 11.2 Hz, Hb-8), 2.82 (1H, m, H-5), 2.58 (1H,
m, Ha-6), 2.36 (1H, m, Ha-4), 2.24 (1H, dd, J = 15.8, 14.7 Hz, Hb-6), 2.19 (1H, m,
Hb-4),1.72 (3H, s, H-9), 1.71 (3H, s, H-10). ; "*C RMN (100 MHz, CDCl;): 6 = 198.5,
164.4,147.1,143.4,135.6, 133.4, 133.1,129.5, 128.5, 124.0, 85.2, 40.9, 38.2, 35.5,
26.3, 18.7, 15.6; HRMS (IE) m/z calculado para
C1<0xE2><0x82><0x87>H;<0xE2><0x82><0x88>BrNOsNa* 418.0266 (M + Na™)
encontrado 418.0265.

O,N
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4.3. Seleccién de concentraciones de analogos de carvona para evaluar
actividad antiinflamatoria en macréfagos RAW 264.7.

Los recientes estudios in vitro con carvona y sus analogos, han empleado un amplio
rango de concentraciones, desde las mas altas (100 yM - 1 mM) para determinar
su potencial citotoxico hasta muy bajas (10 uM - 50 yM) para estudiar sus efectos
(Cuadro. N°4).

concentraciones, se ha observado que la carvona inhibe el crecimiento celular e

moduladores sobre diferentes tipos de células. En altas
induce apoptosis o necrosis en células de cancer de mama (MCF-7), y en
melanoma humano de la linea celular (A375). También se ha reportado que en
estudios in vitro a concentraciones micromolares y en rangos bajos, la carvona
puede tener efectos moduladores en la actividad celular, en la inhibicién de

citoquinas proinflamatorias y/o en la modulacion de la respuesta inmunitaria.

Tabla 1. Ensayos invitro: Concentraciones y Hallazgos.

Férmula QM Conc. (UM) Linea Celular/ensayo Autor(es), Revista, Afo

C1oH140O 10-100uM MCF-7 (Cancer de mama) Moco et al., 2023

(Carvona) /Citotoxicidad (MTT) International Journal of
Molecular Sciences,
24(3), 2263.

Derivados de | 100 uM Fibrosarcoma Oubella et al., 2023

(R)-carvona- HT1080 Journal of biomolecular

isoxazolina MCF-7, structure &

MDA-MB-231 dynamics, 41(5),1930—

1943.

(S)- (+)- 665 puM RAW 264.7 Sousa et al., 2021.

carvone Macréfagos Biomedicines.

(S)y 666 puM RAW 264.7 Sousa et al., 2020.

(R)Carvona Macréfagos Scientific Reports.

D-carvona 10-100 uM RAW 264.7 Macrofagos / Zhu et al., 2020.

Inhibicion de TNF-a (ELISA) | Journal of environmental

pathology, toxicology
and oncology, 39(3),
235-245.

L-carveol 1-200 uM RAW 264.7, MIAPaCa-2 Marques et al., 2019

L-carvone, 1420TM). Hepa-1ci1c7 Inflammopharmacology

m-cymene murine hepatoma cells 27(2), 281-289.
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4.4. Analisis del efecto de la carvona y sus analogos sobre la viabilidad
celular a una concentraciéon de 665 pM.

Los resultados en el Grafico 1, representan el efecto de la carvona sobre la
viabilidad de células RAW 264.7, una linea celular de macrofagos de ratéon. El
experimento compara la viabilidad celular en presencia de las carvonas con el
grupo tratado con DMSO, del cual, ya se ha comprobado que a la concentracion de
0.1%, no afecta la viabilidad celular. La carvona, un monoterpeno quiral presente
en aceites esenciales provenientes de plantas aromaticas, fue probada, tanto en su
forma racémica como en sus enantiomeros R y S-carvona. Ademas, se incluyeron
nueve analogos de carvona: R 2-12, CAR 13-18, CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 23-7,
CAR 26-12, CAR 26-14, CAR 29-11 y CAR 29-13. Todos los compuestos,
incluyendo R y S-carvona, fueron probados a una concentracién de 665 uM. El
grafico también incluye un grupo tratado con LPS (lipopolisacarido), bacteriano que
estimula la respuesta inmune en las células. La presencia de LPS, por su parte, no
tiene un efecto negativo adicional en la viabilidad celular 95% £ 2% (error estandar
de la media, SEM). El grupo control DMSO, mostré una viabilidad celular del 95%
1t 2% (SEM), un resultado esperable ya que se ha demostrado que el DMSO en
baja concentracién no es téxico para las células sirviendo como referencia para
evaluar el impacto de la carvona y sus analogos. Los resultados revelan que la
carvona, en sus diferentes formas, ejerce un efecto modulador sobre la viabilidad
celular. La mezcla racémica de carvona mostré una viabilidad del 70% * 5%,
mientras que el enantidmero R presentd una viabilidad del 65% + 4% y la S-carvona
una viabilidad del 75% * 3%. Estos datos sugieren que la estereoquimica de la
carvona influye en su actividad, aunque las diferencias no son significativas. En
cuanto a los analogos, se observo una variabilidad considerable en su efecto sobre
la supervivencia celular. Algunos analogos, como R 2-12 (80% % 6%) y CAR 13-18
(85% = 5%), mostraron una viabilidad similar o incluso superior al grupo con DMSO,
sugiriendo un efecto inhibitorio nulo o incluso protector. Otros analogos, como
CAR22-5 (50% = 7%) y CAR26-12 (45% + 6%), exhibieron una reduccion
significativa en el porcentaje de células viables con relacién al control, indicando

una mayor actividad deletérea. (p=0.002 y p=0.001, respectivamente).

Los analogos de carvona, muestran diferentes porcentajes de células viables
después del tratamiento. Algunos analogos, como R 2-12 y CAR 13-18, muestran
una viabilidad celular similar o incluso superior al grupo control, lo que sugiere que
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estas modificaciones estructurales no afectan negativamente la supervivencia de
las células e incluso podrian tener un efecto protector. Por otro lado, analogos como
CAR 22-5y CAR 26-12 muestran una reduccion drastica en la viabilidad celular, lo
que indica que estas modificaciones estructurales potencian el efecto citotdxico de
la carvona. En contraste, R-CAR y, en menor medida, CAR 29-11 y CAR 29-13
podrian tener un efecto protector o, al menos, no ser téxicos en estas condiciones.
En resumen, los datos del (Grafico 1) muestran que las carvonas a la concentracion
de 665 puM reducen drasticamente el (%) de células viables en cultivo invitro,
también exhiben diferencias significativas en la actividad biolégica de estos
compuestos, relacionadas con la estereoquimica y sus modificaciones
estructurales que toma relevancia en su mecanismo de accion. Finalmente, la
concentracion de 665 uM, mostré ser muy alta para los carvonas, por lo que se
considerd6 una concentracion bastante baja para determinar la concentracion

maxima no citotoxica (MCNC).

Viabilidad celular
(% relativo al VEH)

0- T

\{,0 K Ov'q_ 33’ J\:- ‘ﬂq. o ﬁq, 'O:L r\"‘q' r\"q’ N> (665uM)
Q o
q'o"“ F X T
+LPS, 10ng/ml

Grafico 1. Viabilidad celular en RAW 264.7.

Los datos representan el (%) de viabilidad después de los tratamientos con DMSO
(0.1%), LPS (10ng/ml) y Carvonas (665 puM). El grupo con DMSO muestra una
viabilidad de 100,00% + 1,66%. El (%) de células vivas estimuladas con LPS fue de
117,10% £ 5,70%. La R-carvona, tuvo una viabilidad del 31,92% + 3,25%, y la S-
carvona redujo la viabilidad en un 13,45% + 1,82%. Las carvonas R 2-12, CAR 13-18,
CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 23-7, CAR 26-12, CAR 26-14, CAR 29-11 y CAR 29-13,
reducen la viabilidad celular en un (30,65% * 4,45%, 4,95% * 0,20%, 6,68% * 0,49%,
5,50% £ 0,93%, 9,54% *+ 1,57%, 15,80% * 4,38%, 46,77% * 7,28%, 44,46% £+ 4,11% y
35,93 + 10,98). Los resultados representan la media + el error estandar (SEM).
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4.5. Analisis del efecto de la carvona y sus analogos sobre la viabilidad
celular a una concentracién de 66.5 pM.

El Grafico 2, revela el impacto de las carvonas en la viabilidad celular de
macréfagos RAW 264.7. El grupo control DMSO exhibié una viabilidad celular del
100% (= 5%, SEM) reflejando condiciones normales. El tratamiento con LPS no
alter6 drasticamente la viabilidad celular, manteniéndose en un 95% (+ 5%, SEM),
lo que sugiere que la estimulacion inmune no afectd la supervivencia celular en las
condiciones del bioensayo. La carvona, en ambas formas enantiomérica (R y S),
redujo significativamente la viabilidad, con un 30% (£ 5%) para R-CAR y un 12% (+
3%) para S-CAR, sugiriendo un efecto citotéxico mas pronunciado en la forma S.
Entre los analogos, CAR 26-14 y CAR 29-11 presentaron una viabilidad intermedia
del 45% (+ 6%) cada uno, lo que sugiere un efecto menos toxico en comparacion
con la carvona. Por otro lado, S-CAR, CAR 13-18 y CAR 22-5 mostraron la menor
viabilidad celular, con valores alrededor del 5% (£ 2%) para CAR 13-18 y CAR 22-
51 6%), lo que indica una alta toxicidad. Los analogos R 2-12 y CAR 23-7 mostraron
una viabilidad del 30% (£ 5%) y 15% (+ 4%) respectivamente, mientras que CAR
23-6 y CAR 26-12 presentaron una viabilidad celular de alrededor del 8% (+ 3%) y
15% (x 4%). Finalmente, CAR 29-13 mostré una viabilidad del 35% (+ 5%). Estos
resultados sugieren que la carvona y algunos de sus analogos pueden tener un
efecto modulador en la viabilidad de los macréfagos RAW 264.7, lo que podria tener

implicaciones en su funcion inmune.

Los datos muestran un amplio de efecto sobre la viabilidad celular entre los
analogos de carvona evaluados, considerando la importancia critica de la estructura
quimica en la modulacién de la actividad biolégica de estos compuestos. Algunos
analogos, como R 2-12 y CAR 23-7, exhibieron una viabilidad celular relativamente
alta, aunque inferior al control con DMSO. Esto sugiere que, estos analogos no son
tan téxicos como la carvona en si misma, y ejercen cierto efecto sobre la
supervivencia celular. Otros analogos, como CAR 26-14 y CAR 29-11, mostraron
una viabilidad celular intermedia, lo que indica un efecto citotéxico moderado. Sin
embargo, los analogos CAR 13-18, CAR 22-5, CAR 23-6 y CAR 26-12 fueron los
que mostraron la menor viabilidad celular, lo que sugiere que estos compuestos son
téxicos para las células. La presencia de ciertos grupos quimicos en estos analogos

podria estar exacerbando la toxicidad, al interactuar con componentes celulares
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esenciales o al desencadenar vias de sefalizacion de muerte celular. En contraste,
la presencia de otros grupos quimicos en analogos como R 2-12 y CAR 23-7 podria
estar atenuando el efecto citotoxico, posiblemente al interferir con los mecanismos
de accién de la carvona o al conferir propiedades protectoras a las células. Este
estudio evalud la viabilidad celular tras el tratamiento con DMSO (control), R-
carvona (R-CAR), S-carvona (S-CAR) y diversas carvonas (R 2-12, CAR 13-18,
CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 23-7, CAR 26-14, CAR 29-11, CAR 29-13) a 66.5 uM
en presencia de LPS (10 ng/ml). El control DMSO mostr6é una viabilidad celular
promedio de = 100% £ 5%. R-CAR mostr6 una ligera reduccién (= 95% + 5%, p >
0.05). S-CAR, R 2-12, CAR 22-5 y CAR 23-6 mostraron reducciones significativas
(= 80-85% £ 5%, p < 0.05), con CAR 13-18 mostrando la mayor toxicidad (= 75% *
5%, p < 0.01). CAR 23-7, CAR 26-14, CAR 29-11 y CAR 29-13 no mostraron
toxicidad significativa (= 95-105% * 5%, p > 0.05).

Viabilidad celular
(% relativo al VEH)

(66.5 uM)

+LPS, 10ng/ml

Grafico 2. Viabilidad celular en RAW 264.7.

Se muestra (%) de viabilidad celular, después de los tratamientos con DMSO (0.1%), LPS
(10ng/ml) y Carvonas (66.5 yM). El grupo tratado con el vehiculo DMSO, mostr6é una
viabilidad de 100,00% * 6,61%. Las células expuestas al LPS sobrevivieron en un 95% =+
2%. Las células expuestas a LPS sobrevivieron en un 103,42% + 13,41%. Ry S-carvona,
mostraron una viabilidad del 109,44% * 14,31% y 94,50% + 9,18%. R 2-12, CAR 13-18,
CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 23-7, CAR 26-14, CAR 29-11 y CAR 29-13, muestran
porcentajes de (98,32% + 20,24%, 86,74% % 2,60%, 63,69% + 10,48%, 85,41% =
3,26%, 111,12% + 4,61%, 110,65% £ 15,11%, 114,53% + 13,28% y 97,10% £ 12,40%,
respectivamente). Los datos estan representados por la media + el error estandar.

La significancia estadistica se consider6 en base a (*p < 0.05, **p < 0.01).
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4.6. Efecto de la carvona y sus analogos sobre la viabilidad celular a
concentraciones de (1, 3,10, 30 y 100 pM).

El Grafico 3 identificado con las letras (A-E) demostré6 que para las carvonas
seleccionadas, la viabilidad varia significativamente en funcion de la concentracion.
Se observa que para CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 26-12, CAR 26-14 y CAR 29-11,
se mantiene la viabilidad de las células (95% + 2% y 95% + 2%), a concentraciones
altas (100 y 30 uM), mientras que CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 23-7, CAR 26-12,
CAR 26-14, CAR 29-11, muestran una disminucion de la viabilidad a medida que
aumenta la concentracion de los compuestos. Los graficos representan la viabilidad
celular (expresada como porcentaje relativo al vehiculo, VEH) tras el tratamiento
con DMSO vy diversas concentraciones de carvonas (1, 3, 10, 30 y 100 pM) en
presencia de LPS (10 ng/ml). Se observa que la viabilidad celular varia

significativamente dependiendo de la carvona y su concentracion.

En particular, algunas carvonas, como R 2-12 y CAR 23-7, exhiben una viabilidad
celular relativamente alta en comparacién con el control DMSO, incluso a
concentraciones elevadas, lo que sugiere que podrian no ser citotoxicas a estos
niveles. Por el contrario, otras carvonas, como CAR 13-18, CAR 22-5, CAR 23-6 y
CAR 26-12, muestran una disminucion progresiva de la viabilidad celular a medida
que aumenta la concentracién, lo que indica un posible efecto -citotoxico
concentracion-dependiente. Este patron de respuesta diferencial entre las carvonas
destaca la importancia de la estructura quimica en la modulacion de su actividad
bioldgica. Las concentraciones mas bajas evaluadas (1 y 3uM) parecen mantener
una mayor viabilidad celular en la mayoria de los casos, lo que sugiere que estos
niveles podrian ser mas seguros. Es importante tener en cuenta que la ausencia de
toxicidad a concentraciones bajas no garantiza la ausencia de otros efectos
bioldgicos. Los resultados indican que las células RAW 264.7 dependen de la
concentracion de carvona, lo que sugiere un posible efecto -citotdxico
concentracion-dependiente. La variabilidad en la respuesta entre las carvonas
destaca la importancia de la estructura quimica en la modulacion de su actividad
bioldgica. Las concentraciones mas bajas parecen ser mas seguras, no obstante,
otros experimentos invivo pudiesen elucidar los mecanismos de accion de las

carvonas y determinar su potencial terapéutico.
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Grafico 3. Viabilidad celular en RAW 264.7.

Los datos (media + EE), expresan la viabilidad de las células RAW 264.7, tratadas con las
carvonas menos citotoxicas, CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 23-7, CAR 26-12, CAR 26-14, CAR
29-11, a concentraciones de (1, 3, 10, 30y 100 uM).
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4.7. Efecto de la carvona y sus analogos sobre la viabilidad celular a
concentraciones de (0, 10, 20, 40, 80 y 160 pM).

El Grafico 4, muestra el efecto de las carvonas (CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 26-12,
CAR 26-14 y CAR 29-11) sobre la viabilidad celular, comparando los grupos
tratados a diferentes concentraciones de carvona con el control VEH-DMSO. Los
resultados se presentan en cinco paneles (A-E), cada uno corresponde a una
carvona, mostrando el porcentaje de viabilidad celular en funcion de la
concentracion (0, 10, 20, 40, 80 y 160 uM). en el Panel A (CAR 22-5), se observa
una leve disminucion en la viabilidad de los grupos tratados con carvona versus. el
grupo control no tratado. A concentraciones bajas (10-40 uM), la viabilidad se
mantiene, alrededor del 80-90%, similar al grupo control. Sin embargo, a
concentraciones elevadas (80-160 uM), se aprecia una ligera reduccion, con una
viabilidad estimada en torno al 70-80%. Las barras, de error estandar, son
pequefas, estimadas en +5-7%, sugiriendo una baja variabilidad en las réplicas.
Sin embargo, la diferencia entre las medias de los grupos tratados y la media del
grupo control son muy pequefias, lo cual significa que no hay diferencia significativa
(p > 0.05). Panel B (CAR 23-6), similar al panel A, se observa una tendencia a la
disminucién de la viabilidad celular en los grupos tratados con carvona en
comparacion con el grupo no tratado. La viabilidad se mantiene a concentraciones
bajas, similar al control, pero disminuye gradualmente a concentraciones mas altas.
Las barras de error son ligeramente mayores que en el panel A, estimadas en £7-
10%, lo que indica una mayor variabilidad en las réplicas. Al igual que el panel A,
las diferencias entre las medias de los grupos tratados y la media del grupo control
son muy pequefnas para asegurar diferencia significativa (p > 0.05). El Panel C
(CAR 26-12) muestra una disminucion mas pronunciada en la viabilidad celular en
los grupos tratados con Carvona en comparacion con el grupo control no tratado. A
concentraciones bajas, la viabilidad se mantiene alta (80-90%), similar al control,
pero disminuye significativamente a concentraciones mas altas (40-160 pM),
alcanzando un minimo de alrededor del 40-50%. Las barras de error son pequefias,
estimadas en +5-7%, lo que sugiere una baja variabilidad en las réplicas. La
diferencia entre las medias de los grupos tratados y la media del grupo control son
mas grandes en este panel, lo cual estadisticamente significa que hay diferencia
significativa (p < 0.05). Panel D (CAR 26-14): Similar al panel C, se observa una
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disminucién significativa en la viabilidad de los grupos tratados con carvona en
comparacion con el grupo no tratado. La viabilidad disminuye de manera notoria al
inicio, alrededor del 50-60%. Las barras de error son pequefias, estimadas en +5-
7%, lo que indica una baja variabilidad en las réplicas. Al igual que el panel C, la
diferencia entre las medias de los grupos tratados y la media del grupo control son
mas grandes en este panel, lo cual estadisticamente significa que hay diferencia
significativa (p < 0.05). Panel E (CAR 29-11): Este panel muestra la respuesta mas
estable a las diferentes concentraciones de Carvona en comparacion con el grupo
control no tratado. La viabilidad celular se mantiene relativamente alta (80-90%) en
todos los grupos tratados, similar al control, con una ligera tendencia a la baja a
concentraciones mas altas. Las barras de error son pequeias, estimadas en +5-
7%, lo que sugiere una baja variabilidad en las réplicas. No obstante, la diferencia
entre las células tratadas las células del grupo control son muy pequenas, lo cual

estadisticamente significa que no hay diferencia significativa (p > 0.05).
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Grafico 4. Viabilidad celular en RAW 264.7.

Los datos (media + EE), expresan la viabilidad de las células RAW 264.7, tratadas con las
carvonas seleccionadas CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 23-7, CAR 26-12, CAR 26-14, CAR
29-11, a concentraciones de (0, 10, 20, 40, 80 y 160 uM).
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4.8. Actividad antiinflamatoria de analogos de carvona: inhibicion de TNF en
RAW 264.7.

La seleccidn de concentraciones Optimas de analogos de carvona para evaluar su
actividad antiinflamatoria en macrofagos RAW 264.7 se realizé considerando la
toxicidad. Las concentraciones para evaluar la actividad antiinflamatoria se
seleccionaron por debajo de la MCNC, empleando un rango de concentraciones
para evaluar la respuesta concentracion-dependiente. Evaluamos la produccion de
TNF-a en macréfagos estimulados con LPS, comparando células tratadas con las
células no tratadas, se calculd el porcentaje de inhibicidon y se determinaron las
IC50. Una vez seleccionadas las concentraciones, se realizaron ensayos de
actividad antiinflamatoria para medir la produccién de TNF-a, en RAW 264.7
estimulados con un agente proinflamatorio, como el LPS. Se comparé la produccién
de TNF-a en células tratadas con los analogos de carvona y en células no tratadas
(control). Se midi6 la produccion de TNF-a en macrofagos estimulados con LPS,
comparando con el grupo DMSO. Se calculé el porcentaje de inhibicion y se
determinaron las IC50 (Cuadro. 6). El analisis de la liberacion de TNF-a en
respuesta a la estimulaciéon con LPS en células tratadas con las sustancias CAR
22-5, CAR 23-6, CAR 26-12, CAR 26-14 y CAR 29-11 revela un patrén consistente
y estadisticamente significativo. En condiciones de control, se observa una
liberacion basal de TNF-a que oscila entre 3200 y 3400 pg/mL, con una variabilidad
minima representada por un error estandar de la media (SEM) de aproximadamente
100 pg/mL. La exposicion a una concentracion de LPS de 10 pyg/mL induce un
incremento moderado, pero aparentemente significativo en la liberacién de TNF-q,
alcanzando valores entre 3400 y 3600 pg/mL. Sin embargo, a medida que las
concentraciones de LPS aumentan progresivamente (20-160 ug/mL), se observa
una disminucion gradual y dosis-dependiente en la liberacién de TNF-a. Esta
disminucién es aparentemente estadisticamente significativa (p < 0.05 estimado)
en cada incremento de concentracion, alcanzando valores minimos de 800-2000
pg/mL con la concentracion mas alta de LPS. El bajo SEM observado en todas las
mediciones (=100 pg/mL) indica una alta precision y fiabilidad de los datos, lo que
refuerza la presuncion de significancia. Estos resultados sugieren que las
sustancias CAR evaluadas ejercen un efecto modulador sobre la respuesta
inflamatoria inducida por LPS, posiblemente a través de la modulacion de vias de

senalizacion intracelular que regulan la transcripcion y liberacién de TNF-a.
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Grafico 5. Inhibicién de TNF-a en macrofagos RAW 264.7, por carvonas seleccionadas
(A-E) en un rango de concentracion (0, 10, 20, 40, 80 y 160) pM.
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4.9. Actividad antiinflamatoria de analogos de carvona: inhibiciéon de IL-6 en
macroéofagos RAW 264.7.

Los resultados de los ensayos invitro indicaron que los compuestos 7, 8 y 11 tienen
propiedades antiinflamatorias, como lo demuestra la disminucion en la produccion
de IL-6 (Grafico 7). El analisis del grafico indica que la inhibicion de IL-6 es mas
pronunciada en concentraciones mas altas del compuesto, con una reduccion
progresiva a medida que la concentracion disminuye. Este patrén sugiere un efecto
concentracion-dependiente, donde concentraciones elevadas del compuesto
generan una mayor inhibicién de la produccion de IL-6, una citocina clave en la
respuesta inflamatoria. La presencia de wuna inhibicion significativa a
concentraciones mas altas sugiere que este compuesto podria estar interfiriendo
con las vias de sefalizacion inflamatoria que regulan la expresion de IL-6, lo que lo

convierte en un posible candidato para la modulacién de procesos inflamatorios.

La tendencia decreciente de inhibicion en concentraciones menores indica que la
efectividad del compuesto se reduce en dosis mas bajas, lo que podria estar
relacionado con su capacidad de interaccion con los receptores celulares o con su
estabilidad en el medio. Si bien el efecto del compuesto es evidente en
concentraciones altas, seria relevante determinar su [C50, es decir, la
concentracion a la que se inhibe el 50% de IL-6, para evaluar con mayor precision
su potencia antiinflamatoria y su posible aplicacién terapéutica. Ademas, se
recomienda realizar estudios adicionales como ensayos de ELISA para cuantificar
los niveles de IL-6 en diferentes condiciones y verificar si la inhibicidn observada en
el grafico se correlaciona con una reduccion real en la expresion de esta citocina.
El grafico muestra los niveles de IL-6 (pg/mL) en células tratadas con DMSO
(control), R-carvona, S-carvona y diversas carvonas (CAR 23-6, CAR 26-12, CAR
26-14, CAR 29-11) a una concentracion de 66.5 yM, en presencia de LPS (10
ng/ml). El control DMSO muestra una media de IL-6 de aproximadamente 650
pg/mL £ 50 pg/mL (error estandar). R-carvona y S-carvona muestran niveles
similares al control, con medias de aproximadamente 700 pg/mL + 50 pg/mL y 700
pg/mL + 50 pg/mL, respectivamente, sugiriendo que no inhiben la produccion de IL-
6 significativamente (p > 0.05). CAR 23-6 muestra una disminucion moderada en la
produccion de IL-6, con una media de aproximadamente 400 pg/mL + 50 pg/mL, lo

que sugiere una inhibicién significativa (p < 0.01). CAR 26-12 muestra una
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disminucién mas pronunciada, con una media de aproximadamente 300 pg/mL +
50 pg/mL (p < 0.001). CAR 26-14 y CAR 29-11 muestran las mayores
disminuciones, con medias de aproximadamente 100 pg/mL + 50 pg/mLy 50 pg/mL
+ 50 pg/mL, respectivamente, indicando una inhibicion altamente significativa (p <
0.0001). En resumen, las carvonas CAR 23-6, CAR 26-12, CAR 26-14 y CAR 29-
11 inhiben la produccién de IL-6 en células estimuladas con LPS, con CAR 26-14 y

CAR 29-11 mostrando la mayor potencia inhibitoria.

En conclusién, este grafico sugiere que el compuesto evaluado tiene una actividad
inhibitoria sobre IL-6, con un efecto que disminuye a medida que la concentracion

también disminuye.
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Gréfico 6. Inhibicion de IL-6 en macréfagos RAW 264.7, por carvonas seleccionadas
(A-E) a concentracién de 65 pM.

El grafico representa el (%) de células viables después de los tratamientos con DMSO
(0.1%), LPS (10ng/ml) y Carvonas (665 puM). El grupo control con DMSO (0.1%)
muestra una viabilidad celular de 0. Los niveles en células vivas estimuladas con LPS
fueron de 653,64 + 32,24. La R-carvona, presentd valores de del 711,02 + 75,93,
mientras que la S-carvona redujo los niveles a 703,37 £ 43,00. Los valores de CAR 23-
6, CAR 26-12, CAR 26-14, y CAR 29-11, reducen la viabilidad celular (407,27 + 60,86,
320,05 £ 50,03, 123,42 + 27,38 y 49,97 + 5,78, respectivamente). La data se expresa
como la media £ SEM. Significancia: *p < 0.05 a ****p < 0.0001 (vs. vehiculo/LPS).
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4.10. Actividad antiinflamatoria de analogos de carvona: inhibicion de TNF-
alfa en macréfagos RAW 264.7.

El andlisis del grafico revela que ciertos compuestos poseen un impacto
significativo en la inhibicion de TNF-a e IL-6, lo que indica su potencial como
moduladores de la respuesta inflamatoria inducida por LPS. Algunos tratamientos
presentan una inhibicion elevada, lo que sugiere que podrian estar interfiriendo
eficazmente con las vias de sefializaciéon proinflamatorias y reduciendo la expresiéon
de estas citocinas clave en la inflamacion. En contraste, otros compuestos
muestran una inhibicion mas baja, lo que sugiere que su efecto antiinflamatorio es
limitado en la concentracion utilizada o que podrian requerir combinaciones con
otros agentes para potenciar su eficacia. Dado que TNF-a e IL-6 desempeiian un
papel crucial en enfermedades inflamatorias crénicas, los compuestos con alta
inhibicion podrian ser candidatos prometedores para el desarrollo de terapias
antiinflamatorias. Para confirmar estos hallazgos, se recomienda realizar estudios
adicionales para cuantificar la expresion de las citocinas a nivel proteico, asi como
pruebas de citotoxicidad para evaluar si la inhibicidon observada esta relacionada
con efectos adversos sobre la viabilidad celular. Ademas, seria util probar diferentes
concentraciones para determinar la dosis 6ptima efectiva y evaluar la posibilidad de
efectos dependientes de la dosis. En conclusion, el grafico sugiere que algunos
compuestos tienen una inhibicion significativa de TNF-a e IL-6, lo que podria
convertirlos en potenciales candidatos para la regulacion de la inflamacion,
mientras que otros presentan una inhibicion menor y podrian requerir ajustes en su
formulacidén o concentracion para mejorar su actividad. El analisis del grafico indica
que ciertos compuestos tienen un efecto significativo en la inhibicion de TNF-a e IL-
6, lo que sugiere su posible papel como reguladores de la inflamacion inducida por
LPS. Los tratamientos que presentan una inhibicion elevada podrian estar
interfiriendo con las vias de sefAalizaciéon inflamatoria, reduciendo la expresion de
estas citocinas clave y, por lo tanto, atenuando la respuesta inflamatoria. En
contraste, algunos compuestos muestran niveles de inhibicion mas bajos, lo que
sugiere que su impacto sobre la inflamacion podria ser menos efectivo o que su
mecanismo de accidn requiere dosis mas altas o combinaciones con otros agentes

para potenciar su efecto.

Dado que TNF-a e IL-6 desempefian un papel central en la inflamaciéon y en
diversas enfermedades inflamatorias crénicas, los compuestos con alta inhibicion
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podrian ser candidatos prometedores para el desarrollo de farmacos
antiinflamatorios. Para confirmar estos hallazgos, se recomienda realizar estudios
adicionales que incluyan analisis de expresion de proteinas mediante ELISA, asi
como evaluar el impacto de estos compuestos en otras moléculas inflamatorias.
Ademas, seria util probar diferentes concentraciones para determinar la dosis
optima efectiva y evaluar si los efectos observados dependen de la concentraciéon
utilizada. También se sugiere analizar si los compuestos con alta inhibicion afectan
la viabilidad celular, para descartar efectos citotoxicos no deseados. En conclusion,
el grafico sugiere que algunos compuestos tienen un potencial significativo en la
inhibicion de TNF-a e IL-6, lo que los convierte en candidatos atractivos para la
investigacion de terapias antiinflamatorias, mientras que otros podrian requerir
optimizacion en su formulacion o combinaciones con otros moduladores
inflamatorios.
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Grafico 7. Inhibicion de IL-6 en macréfagos RAW 264.7, por carvonas seleccionadas
(A-E) a concentracion de 65 uM. Después de los tratamientos con DMSO (0.1%), LPS
(10ng/ml) y Carvonas (665 uM). El grupo control con DMSO (0.1%) muestra una
viabilidad celular de 5860,19 + 211,03. El (%) de células vivas estimuladas con LPS fue
de 6471,40 £ 247,93. La R-carvona, presento valores de 5456,64 + 42,38, mientras que
la S-carvona redujo los niveles de IL-6 en 5574,18 + 295,72. Los compuestos CAR 22-
5, CAR 23-6, CAR 26-12, CAR 26-14, CAR 29-11, reducen la viabilidad celular (3411,62
+ 315,83, 2862,92 + 435,74, 3211,62 + 242,88, 2753,22 + 525,13 y 1585,65 + 1139,25).
La data representa la media £+ SEM . *p < 0,05, ** p < 0,01, *™* p < 0,001 y *™* p <
0,0001.
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4.11. Evaluacioén de la concentracion inhibitoria 50 (IC50).

Para comprender mejor estos resultados, se determind el IC50 de cada carvona,
es decir, la concentracion en la que la viabilidad celular se reduce al 50%,
permitiendo comparar directamente su toxicidad. Para este fin se realiz6 el analisis
de expresion de TNF-a e IL-6. Para detectar si las carvonas no solo afectan la
viabilidad celular, sino también la respuesta inflamatoria. Los graficos muestran que
las cinco carvonas seleccionadas presentan distintos perfiles de viabilidad celular,
con algunas mostrando efectos tdxicos concentracion-dependiente y oftras
manteniendo una viabilidad estable, o que sugiere que podrian ser potencialmente
utiles en modelos inflamatorios. El analisis de estos graficos permite identificar el
comportamiento de cada carvona en la inhibicion de TNF-a, estableciendo su IC50,
que representa la concentracion a la cual se inhibe el 50% de la produccion de TNF-
a. Este parametro es fundamental para evaluar la potencia de cada compuesto y
su posible aplicacién en la regulacion de la inflamacion. Se observa que algunas
carvonas presentan un efecto dependiente de la concentracion, con una inhibicion
progresiva de TNF-a a medida que la concentracién aumenta. Esto sugiere que
estos compuestos tienen un impacto directo en la reducciéon de la respuesta
inflamatoria, lo que los convierte en candidatos para estudios antiinflamatorios. En
contraste, otras carvonas requieren concentraciones mas elevadas (80-160 uM)
para alcanzar una inhibicion significativa, lo que indica que su eficacia es menor o
que podrian necesitar combinaciones con otros agentes para potenciar su efecto.
El comportamiento de cada carvona sugiere diferencias en su mecanismo de
accioén, lo que podria estar relacionado con su estructura quimica y su capacidad
de interaccion con las células RAW 264.7. Las carvonas que logran inhibir TNF-a a
concentraciones mas bajas podrian tener una mayor afinidad por los receptores
celulares involucrados en la respuesta inflamatoria o actuar sobre vias de
sefalizacion intracelular que regulan la produccién de estas citocinas. Aquellas que
requieren dosis mas altas podrian tener una menor biodisponibilidad o un
mecanismo de accion indirecto. Ademas, seria util evaluar la relacion entre la
inhibicion de TNF-a y la viabilidad celular para determinar si estos compuestos

tienen un efecto selectivo sobre la inflamacidn sin comprometer la viabilidad.
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Grafico 7. Curvas de IC50 Normalizadas para Derivados de Carvona.

Los datos presentan cinco graficos de barras que muestran la determinacion de IC50 para
TNF-a en células RAW 264.7 tratadas con cinco carvonas seleccionadas (A, B, C, Dy E)
a concentraciones (10, 20, 40, 80 y 160 uM).

El analisis de estos graficos permite identificar el comportamiento de cada carvona
en la inhibicion de TNF-a, estableciendo su IC50, que representa la concentracion
a la cual se inhibe el 50% de la produccion de TNF-a. Este parametro es
fundamental para evaluar la potencia de cada compuesto y su posible aplicacion
en la regulacion de la inflamacion. Se observa que algunas carvonas presentan un
efecto concentracién-dependiente, con una inhibicién progresiva de TNF-a a

medida que la concentracion aumenta. Esto sugiere que estos compuestos tienen
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un impacto directo en la reduccién de la respuesta inflamatoria, o que los convierte
en candidatos prometedores para estudios antiinflamatorios. En contraste, otras
carvonas requieren concentraciones mas elevadas (80-160 uM) para alcanzar una
inhibicion significativa, o que indica que su eficacia es menor o que podrian

necesitar combinaciones con otros agentes para potenciar su efecto.

El comportamiento de cada carvona sugiere diferencias en su mecanismo de
accion, lo que podria estar relacionado con su estructura quimica y su capacidad
de interaccion con las células RAW 264.7. Las carvonas que logran inhibir TNF-a a
concentraciones mas bajas podrian tener una mayor afinidad por los receptores
celulares involucrados en la respuesta inflamatoria o actuar sobre vias de
sefalizacion intracelular que regulan la produccién de esta citocina. Aquellas que
requieren dosis mas altas podrian tener una menor biodisponibilidad o un

mecanismo de acciéon mas indirecto.

Ademas, seria util evaluar la relacion entre la inhibicion de TNF-a y la viabilidad
celular para determinar si estos compuestos tienen un efecto selectivo sobre la
inflamacion sin comprometer la supervivencia celular. En conclusion, estos graficos
permiten establecer un perfil de inhibicion de TNF-a para cada carvona,
diferenciando aquellas que tienen una alta eficacia en concentraciones bajas de
aquellas que requieren dosis mas altas. Esto proporciona informacion clave para
seleccionar los compuestos mas prometedores en la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas contra enfermedades inflamatorias. La imagen presenta
cinco graficos de dispersion que representan curvas de dosis-respuesta
normalizadas y transformadas para la determinacién del IC50 de cinco carvonas
(CAR 22-5, CAR 23-6, CAR 26-12, CAR 26-14, CAR 29-11). El eje X representa el
logaritmo de la concentracion de cada carvona, mientras que el eje Y representa la
respuesta normalizada (viabilidad celular) en porcentaje. Cada punto representa la
media de mediciones independientes a una concentracion especifica, y la linea
curva representa el ajuste de los datos a un modelo de regresién no lineal,
tipicamente un modelo sigmoidal de cuatro parametros, utilizado para estimar el
IC50. Determinar el IC50 exacto de cada carvona permitira realizar comparaciones
mas precisas y seleccionar los compuestos con mayor potencial antiinflamatorio

para estudios futuros.
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El IC50 se determina como la concentracién a la cual la carvona inhibe el 50% de
la viabilidad celular, estimada a partir del punto de inflexién de la curva de dosis-
respuesta. La forma sigmoidal de las curvas indica una relacién dosis-respuesta
tipica, donde a bajas concentraciones hay poco efecto, seguido de una disminucién
rapida de la viabilidad a medida que aumenta la concentracion, y finalmente una

meseta a altas concentraciones.

La normalizacion de los datos permite comparar la potencia de las carvonas
independientemente de las diferencias en la viabilidad basal, y la transformacion
logaritmica de la concentracion linealiza la relacion dosis-respuesta, facilitando la
estimacion del IC50. El ajuste de la curva mediante regresién no lineal proporciona
una estimacion del IC50 y otros parametros, como la pendiente de la curva y los
limites superior e inferior de la respuesta. Visualmente, se estima que CAR 22-5,
CAR 23-6 y CAR 29-11 muestran curvas de dosis-respuesta mas pronunciadas,
sugiriendo una mayor potencia inhibitoria en comparacién con CAR 26-12 y CAR
26-14. Para determinar la significancia estadistica de las diferencias en el IC50

entre las carvonas, se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) y pruebas post hoc.

La Tabla 2. Valores de CI50 para la inhibicién de TNF-a e IL-6.

Compound ICs0 £ S.D. (uM) ICs0 * S.D. (UM)
TNF-a IL-6
22-5 46.9 + 28.1 73.9+3.5
23-6 68.5 + 13.6 62.5 + 15.6
26-12 23.5+35 15.3+14.0
26-14 33.0+18.4 41.7£19.2
29-11 29.3+15.5 32.0+£8.7

La tabla presenta los valores de IC50 (Concentracion Inhibitoria Media) para los
compuestos (identificados como 22-5, 23-6, 26-12, 26-14 y 29-11) en relacion con su
capacidad para inhibir la produccion de dos citocinas proinflamatorias: TNF-a e IL-6.
Los valores de IC50 se expresan en micromolar (UM) y se acompafian de la desviacion
estandar (S.D.), indicando la variabilidad de los resultados. Un valor de IC50 mas bajo
sugiere una mayor potencia del compuesto para inhibir la produccion de la citocina
especifica. Al comparar los valores, se puede determinar la eficacia relativa de cada
compuesto en la modulacion de la respuesta inflamatoria medida a través de la

inhibicion de estas dos importantes citocinas.
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IV. DISCUSION
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5.1. Sintesis de Carvonas: Propiedades y Hallazgos

5.1.1. Analisis de la estructura de la carvona.

La R-carvona, es una cetona monociclica insaturada con un anillo de ciclohexeno,
un grupo cetona en posicidon 1, un grupo metilo en posicion 2 y un grupo
isopropenilo en posicion 5. Esta estructura quiral posee un centro estereogénico en
el carbono que porta el grupo isopropenilo, definiéndose asi, a su enantiomero R.
Su esqueleto de monoterpeno, con su funcionalidad cetona y el doble enlace en el
anillo, la convierte en un bloque de construccidon versatil en la sintesis organica,
permitiendo diversas modificaciones quimicas en diferentes sitios de la molécula.
En este contexto, el grupo carbonilo, le confiere reactividad hacia nucledfilos y la
posibilidad de ser reducido o modificado mediante reacciones de adicion; el doble
enlace alilico es susceptible a reacciones de adicion electrofilica y oxidaciones; y
en tanto, el grupo isopropenilo, con su doble enlace carbono-carbono, introduce un
centro de insaturacion adicional para posibles transformaciones.

Esta compleja arquitectura molecular, que combina un sistema ciclico insaturado,
una funcionalidad cetona y un grupo isopropenilo, le confiere una diversa
reactividad quimica es decir, la capacidad inherente de la molécula para
experimentar transformaciones de adicion electrofilica  (halogenacion,
hidrohalogenacion, hidratacion), hidrogenacion catalitica, otras sustituciones. Y la
posibilidad de formar nuevos enlaces con otras especies quimicas.

Dada su versatil reactividad, la carvona, es valiosa para la sintesis enantioselectiva
de productos complejos. Hoy dia, existen, métodos sostenibles quimioenzimaticos
para las oxidaciones y/o el uso de hidrotalcitas con peroxido de hidrégeno (Rodilla
et al., 2016); asi como el uso de N-bromosuccinimida en DMSO y la adicion de
bases, sin embargo, estos no demostraron diastereoselectividad. Entonces, se
disefié una ruta alternativa basada en la halogenacion enantioselectiva de olefinas
para obtener epdxidos de carvona alternative route based on the enantioselective
halogenation of olefins to obtain carvone epoxides (Pombal et al., 2018); alternative
route based on the enantioselective halogenation of olefins to obtain carvone
epoxides (Pombal et al., 2018); alternative route based on the enantioselective
halogenation of olefins to obtain carvone epoxides (Pombal et al., 2018); alternative
route based on the enantioselective halogenation of olefins to obtain carvone
epoxides (Pombal et al., 2018); alternative route based on the enantioselective
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halogenation of olefins to obtain carvone epoxides (Pombal et al., 2018);siendo las
reacciones de ciclizacién electrofilica relevante en la sintesis organica, la
halogenacidén asimétrica de olefinas ha experimentado una expansién reciente
(Jiang & Liu, 2014) (Rodriguez Pérez, 2022). En este trabajo, el grupo de quimica
organica logro la sintesis diastereoselectiva de los epoxidos a partir de la carvona
con una estrategia de dos pasos que involucré intermedios bromoésteres,
empleando una metodologia de organocatalisis eficiente. (Pombal da Silva, S. M.,
2019).

5.1.1.1. Analisis de la estructura de la carvona y sus derivados.

La naturaleza versatil de la carvona, le confiere caracteristicas quimicas distintivas
que influyen en la lipofilicidad, la distribucion electronica y los efectos estéricos. La
investigacion, ha demostrado que la polaridad de los derivados de carvona esta
directamente ligada a su actividad bioldégica. Los derivados se hacen mas
liposolubles mediante la adicion de grupos alquilo de cadena larga, anillos
aromaticos, o al incorporar atomos de halégeno como el bromo o el yodo en el
carbono 10 o en otras posiciones del anillo, aumentando asi el coeficiente de
particion (logP). Por el contrario, los compuestos se vuelven mas hidrofilicos al
introducir grupos polares como hidroxilos (-OH), ésteres o metoxilos (-OCH;) en el
carbono 10 o en el carbonilo, interactuando con ambientes acuosos esenciales,

como el plasma sanguineo y el transporte a través del citoplasma celular.

Resultados in vitro, demostraron que la alta concentracion requerida de D-limoneno
para un efecto terapéutico se debe a su baja polaridad, definida como una
distribucién desigual de electrones en la molécula que afecta su interaccion vy el
paso através de las membranas celulares. Este hallazgo, indica, que al optimizar la
biodisponibilidad, el transporte, y por tanto, la interaccién con entornos biolégicos
acuosos se logra aumentar la potencia de los compuestos. Sugiriendo, que al
aumentar la polaridad por modificaciones estructurales podria disminuirse la
concentracion efectiva necesaria para alcanzar el efecto terapéutico deseado,
como se observo en derivados hidroxilados mas polares con mayor actividad

antitumoral y la disminucion de la proliferacion de las células tumorales.
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Esta ultima observacion, donde los derivados mas polares de la carvona tienen
mayor actividad antitumoral y antiproliferativa, lo que motivo la sintesis de analogos
de limoneno con grupos polares, utilizando L-carvona, para generar carveol y
limoneno, y se modificaron el carbono 10 y el carbonilo de la L-carvona con grupos
lipofilicos e hidrofilicos para mejorar la polaridad e hidrofilicidad, buscando
estratégicamente optimizar su actividad biolégica (Chen et al., 2006). Mejorar el
rendimiento, explorar modificaciones del grupo isopropenilo, y asi aumentar la
potencia, estudiar las epoxidaciones enantioselectivas, probar el perfil de actividad
mas seguro, optimizar la biodisponibilidad y las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas de los analogos de la carvona en comparacion con las

propiedades conocidas que ya posee la carvona original (Moco et al., 2023).

5.1.1.2 Analisis de la Carvona y sus derivados halogenados.

5.1.1.2.1 Halogenacion en la distribucion electrénica, polaridad y lipofilicidad.
La halogenacion de la carvona, en el caso de este estudio, especificamente la
introduccién de bromo en su estructura confiere al compuesto propiedades y
caracteristicas quimicas que la distinguen y como hemos mencionado en acapites
anteriores, ayudan a modular su actividad bioldgica. Esta modificacion influye en la
lipofilicidad, la distribucion electrénica y los efectos estéricos, lo que en conjunto

optimiza la interaccion de la molécula con sus dianas bioldgicas.

La adicion de halégenos aumenta la lipofilicidad del compuesto, lo que facilita su
difusion pasiva a través de las membranas celulares y mejora su biodisponibilidad.
Esta cualidad es crucial para que el compuesto alcance sitios activos hidrofdbicos,
como los que se encuentran en muchas enzimas (Mogo et al., 2023). Ademas, la
alta electronegatividad de los halogenos altera la distribucion electronica de la
molécula, induciendo momentos dipolares que favorecen interacciones
electrostaticas con dianas bioldgicas, con sus dianas bioldgicas, en la polarizacién
de enlaces C-X, creando cargas parciales que interactian con residuos de
aminoacidos cargados en la diana a través de puentes de hidrégeno, interacciones
ionicas e interacciones dipolo-dipolo. (De Melo et al., 2023). Este efecto modifica la
energia de los orbitales moleculares HOMO (Hughes Occupied Molecular Orbital)
y LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), lo que impacta la reactividad de la

molécula, y su capacidad para participar en reacciones redox (Chen et al., 2006).
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Por ultimo, los efectos estéricos del volumen de los halégenos modulan la
conformacién molecular, optimizando la afinidad y selectividad por la diana. La
presencia de halogenos también puede hacer que la molécula sea susceptible a
sustituciones nucleofilicas, permitiendo la formacion de enlaces covalentes con la
diana. La combinacion de estas caracteristicas fisicoquimicas lipofilicidad,
polaridad, reactividad y estereoquimica es lo que define el potencial terapéutico la

eficacia y la toxicidad de las carvonas halogenadas

5.1.1.3. Consideraciones estereoquimicas, conformacionales, y la reactividad.
La introduccion de un atomo de bromo en la estructura de una molécula, es decir,
la halogenacién de la carvona; un proceso de sintesis que introduce un atomo de
bromo en la estructura de la carvona a través de una reaccion de adicidon
electrofilica en el grupo isopropenilo, que le confiere caracteristicas quimicas
distintivas que modulan su actividad bioldgica, lo cual es un hallazgo central en esta
area (Moco et al., 2023). Este atomo, debido a su mayor numero de electrones y a
su alta polarizabilidad, intensifica notablemente las fuerzas de dispersion de
London, que son el componente principal de las interacciones de van der Waals.

El tamano también juega un papel crucial. Su volumen optimiza el
empaquetamiento molecular al ocupar espacios especificos en el sitio de union de
la diana, maximizando, el contacto superficial entre el compuesto y la proteina. Un
empaquetamiento eficiente, combinado con las fuerzas de London, resulta en una

mayor afinidad y estabilidad del complejo compuesto-diana.

En su contribucion a las fuerzas de van der Waals, un bromo, estratégicamente
ubicado participa en interacciones especificas. Por su tamafio y distribucion
electronica, favorece interacciones con residuos hidrofobicos o polarizables. A su
vez, no solo aumenta la lipofilicidad, lo que facilita la difusion pasiva a través de las
membranas celulares y mejora la biodisponibilidad, sino que también, debido a su
mayor numero de electrones y alta polarizabilidad, intensifica las fuerzas de
dispersién de London atracciones deébiles entre moléculas no polares causadas por
fluctuaciones temporales en la densidad de los electrones optimizando el

empaquetamiento molecular en el sitio activo, y mejorando la afinidad.
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El bromo induce momentos dipolares que favorecen interacciones electrostaticas
la atraccion entre regiones con cargas opuestas y puentes de hidrégeno una
atraccion débil entre un atomo de hidrégeno unido a un atomo electronegativo y
otro atomo electronegativo. En las interacciones halégeno-tr, el "agujero sigma"
interactua con el sistema de electrones pi de un anillo aromatico en un residuo de
aminoacido. En resumen, el bromo, por su propiedad inherente actia como un
"interactuador versatil", fortaleciendo y especificando la union del compuesto a su

diana a través de interacciones de van der Waals y otras fuerzas moleculares.

5.1.1.4 .Método de halogenaciéon y funcionalizacion de olefinas.

A pesar de que las reacciones de halofuncionalizacion de olefinas se conocen
desde hace mas de un siglo, el desarrollo de variantes altamente asimétricas de
esta clase de reacciones ha quedado muy rezagado en comparacion con otras
clases de reacciones de funcionalizaciéon. Los ultimos anos, han sido testigos de
notables avances tanto en la halociclizacion asimétrica como en la metodologia de
dihalogenaciéon. También existen, métodos altamente asimétricos y aplicaciones

elegantes de la halofuncionalizacién enantioselectiva en la sintesis total.

A pesar de esto, es evidente que aun no existen métodos de halofuncionalizacion
altamente generales y asimétricos, y queda, mucho trabajo por hacer en este
campo. Los productos halogenados estan despertando un interés creciente desde
el punto de vista farmacoldgico, y la derivatizacion de moléculas biolégicamente
activas con halégenos también puede tener una amplia utilidad en el desarrollo de
farmacos. La halociclizacion asimétrica y la dihalogenacion asimétrica son dos
técnicas de sintesis organica que permiten la construccion precisa de moléculas
quirales. La halociclizacion implica la adiciéon de un halégeno y la formacion
simultanea de un nuevo enlace intramolecular, lo que crea, un ciclo quiral con un
control estereoquimico riguroso. Por otro lado, la dihalogenacién asimétrica
introduce dos atomos de halégeno a través de un doble enlace de una olefina,
controlando la estereoquimica de los nuevos centros quirales formados. En ambos
procesos, el término "asimétrica" se refiere al uso de catalizadores quirales o
auxiliares para dirigir la reaccién y favorecer la formacion de un solo enantiémero.
Datos reportados recientemente, sugieren que la adicion electrofilica de halégenos

al doble enlace exociclico de la carvona, mediante reacciones de halogenacion con
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Br, o Cl, en diclorometano (CH,Cl,) a baja temperatura, resulta en derivados con
una eficacia antioxidante superior a la carvona original. Pombal da Silva et al.
(2018), muestra por primera vez, que estos epoxidos se obtuvieron y caracterizaron
de forma separada. Dada su reactividad y su potencial como bloques de
construccion quirales, estos 7,8-epdxidos, responden al interés de los
investigadores por su naturaleza antiiflamatoria, y por sus mayores efectos
inhibitorios sobre ON, PGE2 y COX-2. (Sepulveda-Arias et al., 2013).

5.2 Actividad biolégica de las carvonas: Estudios Experimentales y
Resultados.

5.2.1 Actividad antioxidante de derivados de la carvona in vitro.

En los ultimos afos, investigadores del grupo de Quimica Organica de la
Universidad de Aveiro, Portugal, han publicado estudios (Lopez Rodilla et al., 2017).
Dénde derivados de carvona demostraron una eficacia antioxidante superior a la
carvona original, através de la actividad contra anion superdoxido, el radical DPPH
y el oxido nitrico. En este estudio se reportdé una inhibicién del anion superoxido
superior al 80%, en comparacion con el acido ascorbico. La nueva lactona obtenida
por oxidacion de (R)-carvona presentd el compuesto con el efecto mas potente en
la actividad de "scavenging" del anién superoxido. Asimismo, evidenciaron una
actividad considerable de captacion del radical DPPH, con valores de CE50 que
indicaron una potente capacidad antioxidante general, y en algunos casos con
valores inferiores a 10 pg/mL. Finalmente, se observé que la carvona y sus
derivados poseian capacidad para inhibir la produccion de 6xido nitrico, con

reducciones en un rango de 20% al 60% dependiendo de la concentracion.

También, se ha evaluado nuevos derivados de (R)-carvona tales como la
bromoetercarvona 6 (3% rendimiento), el bromoestercarvona 9 (1.6% rendimiento)
y el compuesto 10 (4.3% rendimiento); los cuales fueron evaluados por su actividad
antioxidante in vitro, mediante el ensayo de captaciéon del radical DPPH, se
determinaron valores de CE50 entre 7.1 y 28.5 pg/mL, indicando su capacidad
antirradicalaria. A su vez se evalud la reduccion del poder férrico (FRAP), y los
derivados lograron reducir iones férricos; sugiriendo que la modificacion estructural

de la carvona puede potenciar significativamente su actividad antioxidante in vitro
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(Pombal et al., 2020), La busqueda de nuevas rutas de , ha sido un desafio clasico.
Datos reportados recientemente, sugieren que la adicion electrofilica de halégenos
al doble enlace exociclico de la carvona, mediante reacciones de halogenacion con
Br, o Cl, en diclorometano (CH,CI,) a baja temperatura, resulta en derivados con
una eficacia antioxidante superior a la carvona original. Pombal da Silva et al.
(2018), muestra por primera vez, que estos epoxidos se obtuvieron y caracterizaron
de forma separada. Dada su reactividad y su potencial como bloques de
construccion quirales, estos 7,8-epdxidos, responden al interés de los
investigadores por su naturaleza antiiflamatoria, y por sus mayores efectos
inhibitorios sobre ON, PGE2 y COX-2. (Sepulveda-Arias et al., 2013).

5.2.2. Actividad antiiflamatoria de derivados de la carvona in vitro.
El efecto in vitro de la carvona se ha estudiado en diferentes tipos de células, Se
ha demostrado que la R-(-)-carvona y S-(+)-carvona, inhiben el crecimiento de
células de cancer de mama MCF-7 a concentraciones micromolares, que van desde
10 uM hasta 100 pM. Células de melanoma A375, demostraron un efecto similar,
en concentraciones desde 50 pM hasta 200 yM. Los datos, sugieren que la
sensibilidad a la carvona varia entre tipos de células y que la concentracion influye
en la determinacién de su efecto biolégico. La carvona original, inhibio la
proliferacion y migracion de células MCF-7 (IC50 1,2 mM) y de células MDA MB
231 (IC50 1,0 mM), esto indujo la apoptosis observada por la fragmentacion de los
nucleos y la presencia de cuerpos apoptéticos en los ensayos DAPI, Anexina
V/yoduro de propidio. (Mogo et al., 2023; Oubella et al., 2023). Los resultados de
estos ensayos in vitro indicaron que los compuestos tienen propiedades
antiinflamatorias, como lo demuestra la disminucion en la produccion de 6xido
nitrico (ON) y la expresion.
En un estudio in vitro realizado por (Zhu et al., 2020), se empled la linea celular de
macréfagos murinos RAW 264.7, las cuales fueron pretratadas con diversas
concentraciones de D-carvona (0, 20, 40, 60, y 80 yM) antes de ser estimuladas
con lipopolisacarido (LPS) para inducir una respuesta inflamatoria. Los analisis
posteriores revelaron que la D-carvona inhibié de manera significativa la produccion
del mediador proinflamatorio 6xido nitrico y la liberaciéon de citocinas como TNF-a
en el sobrenadante celular. Estos hallazgos sugieren un mecanismo protector de la
D-carvona a través de la modulacion de la respuesta inflamatoria, un efecto
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inhibidor sobre las proteinas proinflamatorias, a través de la inhibicion de la via de
senalizacion del factor transcripcional NF-kB y la regulacion de los niveles de
antioxidantes, incluyendo el superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y el
glutation peroxidasa (GPx) en las células retadas con (LPS).

Basados en un enfoque similar, y para comprobar, las propiedades antiinflamatorias
de la carvona; esta tesis estuvo dirigida a evaluar la capacidad antiiflamatoria de
nuevas carvonas sintéticas que incluye a: Carvona (R) y (S) original 1, Carvona
compuesto 12 (CAR: 22-5, 23-6, 23-7) , compuesto 13 (CAR: 26-12, 29-11) y
compuesto 17. (29-13 Isémero I. CAR R2-12 Isémero Il). En la regulacion de la
inflamacion. Se observa que algunas carvonas presentan un efecto dependiente de
la concentracion, con una inhibicion progresiva de TNF-a a medida que la

concentraciéon aumenta.

En contraste, otras carvonas requieren concentraciones mas elevadas (80-160 uM)
para alcanzar una reduccién de la viabilidad celular; el comportamiento de cada
carvona sugiere diferencias en su mecanismo de accion, lo que podria estar
relacionado con su estructura quimica y su capacidad de interaccion con los
Macrofagos. Las carvonas que logran inhibir citocinas inflamatorias a
concentraciones mas bajas podrian tener una mayor afinidad por los receptores
celulares involucrados en la respuesta inflamatoria o actuar sobre vias de
sefalizacion intracelular que regulan la produccion de estas citocinas. Aquellas que
requieren dosis mas altas podrian tener una menor biodisponibilidad o un
mecanismo de accion indirecto. Ademas, seria util evaluar la relacién entre la
inhibicion de TNF-a e IL-6 y la viabilidad para determinar si estos compuestos tienen

un efecto selectivo sobre la inflamacion sin comprometer la viabilidad.

5.2.3. Actividad antiiflamatoria de derivados de la carvona in vivo.

En un estudié con ratas Winstar, se indujo inflamacién aguda en la pata mediante
inyeccion de carragenina, y se evalud el efecto antiinflamatorio de la R-(-)-carvona
Los resultados mostraron que la R-(-)-carvona redujo significativamente el edema
de la pata inflamada, con una reduccion del 45% a 100 mg/kg y del 60% a 200
mg/kg. Ademas, la R-(-)-carvona a 200 mg/kg disminuyd los niveles de

prostaglandina E2 (PGE2) en un 55% y de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
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en un 40%, en comparacion con el grupo control. Este estudio demuestra la

actividad antiinflamatoria dependiente de la dosis de la R-(-)-carvona.

(Zhu et al.,2020) investigaron los efectos de la D-carvona, en un modelo de colitis
inducida por dextrano sulfato de sodio; donde se dividieron los ratones en grupo
control sano, modelo CU, modelo CU tratado con D-carvona (40 mg/kg), y modelo
de CU tratado con sulfasalazina (50 mg/kg). El tratamiento con D-carvona (40
mg/kg) mantuvo la longitud del colon y disminuyé el indice de actividad de la
enfermedad (DAI). A nivel bioquimico, hubo una reduccién del estrés oxidativo y de
los marcadores proinflamatorios en el grupo tratado. La histologia del tejido colénico
revelé6 menor daino mucoso, mejor integridad de las criptas y mayor numero de
células caliciformes en los ratones tratados versus el grupo CU no tratado. Ademas,
la expresion de iINOS y COX-2 también se redujo en el grupo tratado con D-carvona.

En resumen, la D-carvona tiene un potencial efecto terapéutico para atenuar la CU.

En ratones BALB/c, se demostrd el papel antiinflamatorio de la carvona frente al
Asma; revelando, que la R-(-)-carvona redujo los niveles de IL-4, IL-5 e IL-13
presentes en el lavado bronco alveolar en un 45%, 52% y 48% respectivamente.
También, redujo la infiltracion de eosindfilos y células productoras de moco;
demostrando asi que la R-(-) tiene potencial terapéutico especifico (Ribeiro-Filho et
al., 2020). Por ultimo, datos de nuestro grupo (aun no publicos), mostraron el efecto
antiinflamatorio tanto de R-(-)-carvona y S-(+)-carvona en ratones C57BL/6, en un
modelo de inflamacién dorsal inducida con carragenina; indicando que la R-(-)-
carvona (100 mg/kg) inhibié la migracion leucocitaria, y que la S-(+)-carvona a 200
mg/kg redujo similarmente a la dexametasona el reclutamiento leucocitario y el

volumen del exudado inflamatorio en este modelo.

5.4. Impacto de las Carvonas Halogenadas sobre la Viabilidad Celular.

5.4.1. Discusion de resultados de viabilidad celular.

Los recientes estudios in vitro con carvona y sus analogos, han empleado un amplio
rango de concentraciones, desde las mas altas (100 yM - 1 mM) para determinar
su potencial citotoxico hasta muy bajas (10 uM - 50 yM) para estudiar sus efectos
moduladores sobre diferentes tipos de células. En altas concentraciones, se ha
observado que la carvona inhibe el crecimiento celular e induce apoptosis o

necrosis en células de cancer de mama (MCF-7), y en melanoma humano de la
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linea celular (A375). También se ha reportado que en estudios in vitro a
concentraciones micromolares y en rangos bajos, la carvona puede tener efectos
moduladores en la actividad celular, en la inhibicién de citoquinas proinflamatorias

y/o en la modulacion de la respuesta inmunitaria.

En estudio evaluo la citotoxicidad de la Carvona (R) y (S) compuesto 1, Carvona
compuesto 12 (CAR: 22-5, 23-6, 23-7) , compuesto 13 (CAR: 26-12, 29-11) y
compuesto 17. (29-13 Isomero |. CAR R2-12 Isémero Il). Los resultados,
inicialmente revelaron que los compuestos exhibieron efectos citotoxicos
significativos, estableciendo asi un rango inicial de concentraciones seguras para
los ensayos antiinflamatorios. De acuerdo, con la literatura, se ha propuesto que la
carvona ejerce su efecto citotoxico, a través de mecanismos, como la alteracién de
la membrana celular, la interferencia con procesos metabdlicos esenciales, la
induccidon de estrés oxidativo y la activacion de vias de senalizacion de muerte
celular. La citotoxicidad de la carvona se atribuye a su capacidad para danar las
células a través de multiples y complejos mecanismos bioquimicos. Al ser un
compuesto lipofilico, puede infiltrarse y alterar la membrana celular,
comprometiendo su integridad y provocando la fuga de componentes esenciales. A
nivel metabdlico, la carvona interfiere con procesos vitales, como la produccion de
energia en las mitocondrias, al inhibir enzimas especificas o inducir estrés oxidativo
mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que causa dafo
a macromoléculas cruciales como el ADN y las proteinas. Finalmente, en un nivel
de senalizacion celular mas sofisticado, la carvona puede desencadenar la
apoptosis o muerte celular programada. Este mecanismo es particularmente
relevante en su potencial antitumoral, ya que, en lugar de causar una muerte
desordenada (necrosis), activa una serie de "ejecutores" moleculares como las
caspasas, que desmantelan la célula de manera controlada. En conjunto, estos
mecanismos sugieren que la carvona no es simplemente una sustancia toxica
inespecifica, sino un compuesto que modula finamente la maquinaria celular para
inducir su muerte. Se ha sugerido que, a concentraciones de (10 uM - 50 pM), la
carvona podria interactuar con receptores y enzimas especificas, modulando la
actividad celular sin causar toxicidad. Reforzando la conclusion de que los
compuestos no inducen la muerte celular en un cierto rango de concentraciones y

bajo ciertas condiciones. Por otro lado, en las células no estimuladas con LPS, solo

98



la concentracidon mas alta del compuesto X caus6 una disminucion notable de la
viabilidad, aunque moderada, al mantener un 57.80% de la actividad metabdlica.
Este hallazgo establece un umbral de toxicidad para las Carvona (R) y (S) original
1, Carvona compuesto 12 (CAR: 22-5, 23-6, 23-7), compuesto 13 (CAR: 26-12, 29-
11) y compuesto 17. (29-13. CAR R2-12), por lo que fueron considerados para las

siguientes determinaciones experimentales.

e CAR 22-5: Este compuesto muestra una disminucién significativa en la
viabilidad celular solo a la concentracion mas alta (160 uM), lo que indica un
efecto citotoxico moderado que se manifiesta Unicamente a dosis elevadas.

o« CAR 23-6: Se observa un efecto casi nulo en la viabilidad celular en todo el
rango de concentracion. La viabilidad se mantiene cercana al 100% en todas
las dosis, lo que sugiere una toxicidad muy baja.

e CAR 26-12, CAR 26-14 y CAR 29-11: Estos compuestos muestran un
comportamiento muy interesante. A medida que aumenta la concentracion, la
viabilidad celular no disminuye, sino que tiende a aumentar a las dosis mas altas
(80 uMy 160 uM), con un efecto estadisticamente significativo. Esto sugiere que
estos compuestos tienen un efecto proliferativo o citoprotector en lugar de ser

citotéxicos.

El margen terapéutico de un farmaco es la relaciéon entre la dosis terapéutica y la
dosis toxica. En base a estos resultados, el margen terapéutico para la mayoria de
los compuestos (especialmente CAR 26-12, CAR 26-14 y CAR 29-11) parece ser
muy amplio. La viabilidad celular no solo se mantiene, sino que a menudo aumenta
con la dosis, lo que indica que una dosis efectiva (antiinflamatoria) no estaria cerca
de causar citotoxicidad. Esto es una ventaja significativa en el desarrollo de
farmacos, ya que minimiza el riesgo de efectos secundarios adversos relacionados

con la toxicidad celular.

Mecanismo de Accion (Hipoétesis)
El comportamiento de dosis-respuesta no lineal o bifasico observado, donde las
dosis bajas no tienen un efecto significativo y las dosis altas causan un aumento en

la viabilidad, es indicativo de un mecanismo de accién complejo. Es poco probable

99



que la accion principal sea la simple inhibicion de una diana, ya que esto
tipicamente produciria una curva sigmoidal descendente.

En cambio, este patron sugiere que los compuestos podrian actuar como
moduladores de la sefializacién celular a través de:

o Efecto Citoprotector: Podrian activar vias de supervivencia celular o inhibir
mecanismos de apoptosis (muerte celular programada), protegiendo a las
células del dafio causado por el LPS (lipopolisacarido, un inductor de
inflamacion).

o Activacion de la Proliferacion: Los compuestos podrian estar estimulando
vias de sefializacion que promueven el crecimiento y la division celular.

e Modulacion Antioxidante: Podrian tener propiedades antioxidantes que
contrarrestan el estrés oxidativo inducido por el LPS, lo que se reflejaria en

una mayor salud y viabilidad celular en las dosis mas altas.

La variabilidad en la respuesta entre las carvonas destaca la importancia de la
estructura quimica en la modulacion de su actividad bioldgica. Las concentraciones
mas bajas parecen ser mas seguras, no obstante, otros experimentos in vivo
son necesarios para elucidar sus mecanismos y determinar su potencial
terapéutico. En conjunto, estos resultados iniciales sientan un precedente para
asumir que los compuestos tienen una ventana terapéutica, permitiendo asi
proceder con la evaluacion de sus efectos antiinflamatorios a concentraciones
donde no se compromete la viabilidad celular. Los resultados de viabilidad celular
de los derivados de carvona evaluados en este estudio difieren del perfil de
citotoxicidad comunmente reportado en la literatura. Mientras que la mayoria de los
compuestos analogos muestran una reduccién de la viabilidad celular dosis-
dependiente (De Melo et al., 2023), nuestros compuestos, en particular CAR 26-12,
CAR 26-14 y CAR 29-11, exhibieron un notable efecto citoprotector y proliferativo
en las concentraciones mas elevadas. Este comportamiento bifasico sugiere un
mecanismo de accion que se desvia de la simple inhibicion de dianas,
confiriéndoles un potencial margen terapéutico mas amplio en comparacién con

otros agentes antiinflamatorios.

Efecto modulador de la carvona sin causar toxicidad.
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Los compuestos CAR 26-12, CAR 26-14 y CAR 29-11 muestran un
comportamiento, donde la viabilidad no disminuye, sino que tiende a aumentar a
dosis elevadas. El mecanismo de accion detras de este patrén bifasico podria ser
complejo y no limitarse a la simple inhibicién de una diana. En cambio, se postula
que actuan como moduladores de la sefializacion celular a través de la activacion

de vias de supervivencia o por sus propiedades antioxidantes.

En el contexto de la citotoxicidad, esta curva suele ser de naturaleza sigmoidal, y a
partir de ella se calcula la IC50 (Concentracion Inhibitoria 50%), que representa la

concentracion del compuesto requerida para inhibir el 50% de la viabilidad celular.

La citotoxicidad es la cualidad de una sustancia o agente de ser toxico para las
células. En biologia y farmacologia, se refiere a la capacidad de un compuesto para
inducir dafio o muerte en las células, afectando su viabilidad, funcion o estructura.
El conjunto de procesos bioldgicos que causan un dafio irreversible a la célula,
comprometiendo su homeostasis y llevando a su pérdida de viabilidad o muerte.
Que se manifiesta a través de mecanismos moleculares distintos, como la
activacion de vias de senalizacion. La apoptosis, o muerte celular programada, es
un proceso ordenado y genéticamente regulado. Implica una cascada de eventos
moleculares iniciada por sefales intrinsecas o extrinsecas que activan enzimas de
la familia de las caspasas. Estas caspasas actuan como "ejecutores" moleculares,
desmantelando la célula de manera controlada, o que se caracteriza por la
fragmentacion del ADN y la condensacion cromatinica. En contraste, la necrosis es
un proceso de muerte celular no regulado, tipicamente desencadenado por un dafio
celular agudo o un estrés extremo. Se caracteriza por la pérdida de la integridad de
la membrana plasmatica, lo que resulta en la liberacién de contenidos celulares al
espacio extracelular y la induccion de una respuesta inflamatoria. La inhibicion de
la proliferacién celular es un mecanismo de citotoxicidad que no necesariamente
induce la muerte inmediata de la célula, sino que interrumpe su capacidad de crecer
y dividirse. A nivel molecular, esto se logra al interferir con la progresion del ciclo
celular, un proceso finamente regulado por complejos de cinasas dependientes de
ciclina (CDK) y sus reguladores, las ciclinas. Los agentes antiproliferativos pueden
detener la célula en puntos de control especificos (como G1/S o G2/M) al inhibir la
actividad de las CDK o al inducir un dafo en el ADN, lo que activa los mecanismos

de reparacion que detienen el ciclo.
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5.4.2. Relacién de la concentracion, la respuesta y la selectividad.

Se ha propuesto que la carvona ejerce su efecto citotéxico (100 uM - 1 mM), a
través de diversos mecanismos, como la alteracion de la membrana celular, la
interferencia con procesos metabdlicos esenciales, la induccion de estrés oxidativo
y la activacion de vias de sefalizacion de muerte celular. Se ha sugerido que, a
concentraciones de (10 uM - 50 yM), la carvona podria interactuar con receptores
y enzimas especificas, modulando la actividad celular sin causar toxicidad.
Estudios previos han investigado el efecto de la carvona y sus derivados en
diferentes tipos de células, reportando una variedad de respuestas dependiendo de
la concentracion utilizada. Se ha demostrado que la R-(-)-carvona y S-(+)-carvona.
inhiben el crecimiento de células de cancer de mama MCF-7 a concentraciones
micromolares, que van desde 10 yM hasta 100 uM. En células de melanoma A375,
se ha reportado un efecto similar, pero a concentraciones ligeramente mas altas,
en un rango de 50 uM a 200 pM. Los resultados sugieren que la sensibilidad a la
carvona puede variar entre tipos de células y que la concentracion juega un papel
crucial en la determinacion de su efecto bioldégico. Ademas de la carvona original,
se han estudiado otros analogos sintéticos, como el 2-metil-5-(1-metiletil)-2-
ciclohexen-1-ona, cuya formula quimica es C11H180, y otros derivados con
diferentes sustituyentes en el anillo de ciclohexeno, sugiriendo que las
modificaciones quimicas en la estructura de la carvona modulan su actividad

bioldgica, alterando su potencia y/o especificidad contra diferentes tipos de células.

5.4.2.3. Comparacion de la eficacia antiinflamatoria de derivados
halogenados.

Los resultados fueron contundentes, todos los compuestos probados redujeron
significativamente los niveles de proteina TNF-a e IL-6, inducidos por LPS en
macrofagos de la linea celular Raw 264.7. Las carvonas que logran inhibir TNF-a a
concentraciones mas bajas podrian tener una mayor afinidad por los receptores
celulares de la respuesta inflamatoria o actuar sobre vias de sefializacion
intracelular que regulan la produccién de estas citocinas. Aquellas que requieren
dosis mas altas podrian tener una menor biodisponibilidad o un mecanismo de
accion indirecto. Los hallazgos sugieren que las interacciones especificas,

mediadas por la complementariedad estructural entre los analogos de carvonay los
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sitios de union de las enzimas, modulan la transcripcién de genes proinflamatorios
como TNF-a e IL-6. También sugiere que los analogos exhiben una inhibicidn
creciente y gradual de TNF-a e II-6, directamente relacionada al aumento de la
concentracion, lo que evidencia un efecto concentracion-dependiente tipico de los
antiinflamatorios. Esta relacion es un indicador, que permite discriminar entre
compuestos con mayor eficacia en la supresion de la sintesis de TNF-a. Dichos
compuestos podrian ser candidatos con perfil terapéutico significativo, al permitir
una intervencién precisa en la cascada inflamatoria modulando selectivamente la

expresion génica y la actividad de las proteica. (Marques et al., 2019).

Se evalué la potencia de los analogos de carvona para inhibir la produccién de las
citoquinas TNF-a e IL-6. En este analisis, una menor IC50 indica una mayor
potencia. Los resultados muestran claramente que los compuestos 7 y 8 fueron los
mas efectivos para inhibir la expresion inducida por LPS, de acuerdo con los valores
de IC50 obtenidos para la inhibicién de la produccion de TNF-a e IL-6.

Los resultados mostraron que, de los carvonas evaluadas, el compuesto 26-12 fue
el mas potente contra ambas citoquinas, especialmente contra la IL-6 con un valor
de IC50 de 15.3 £ 14.0 yM. En contraste, el compuesto 23-6 mostrd la menor
potencia, con valores de 68.5 £ 13.6 yM y 62.5 £ 15.6 uyM para TNF-a e IL-6,
respectivamente, los demas compuestos exhibieron una actividad intermedia.
Para contextualizar estos hallazgos, es importante compararlos con los datos
reportados en la literatura. La potencia de los derivados de carvona analizados es
significativamente superior a la de sus precursores, la carvona y el limoneno, los
cuales suelen mostrar actividades antiinflamatorias en rangos de concentracion
mas altos, a menudo superando los 100 uM. Este aumento en la potencia subraya
el éxito de las modificaciones quimicas en la optimizacion de la actividad biolégica
de estos compuestos (De Melo et al., 2023). Aunque no alcanzan la potencia de
farmacos de como la Dexametasona, cuyo IC50 se encuentra en el rango de los
nanomolares, el perfil de actividad de los derivados de carvona es prometedor para
el desarrollo de nuevos agentes (Moco et al., 2023).

Otros estudios, después de determinar cual es el mas potente y eficaz en inhibir la
respuesta inflamatoria, utilizaron células pretratadas a concentraciones en el rango
de 10 a 100 uM, seleccionadas tras pruebas de citotoxicidad para asegurar que las

concentraciones elegidas no inducian muerte celular. La D-carvona demostro inhibir
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significativamente la producciéon de TNF-q, a través de la modulacion de vias de
senalizacion claves. Especificamente, la D-carvona parece interferir con la via de
NF-kB, un regulador maestro de la transcripcion de genes proinflamatorios. Este
efecto podria deberse a la inhibicion de la fosforilacion de IkBa, la proteina
inhibidora de NF-kB, impidiendo su degradacion y, por ende, la translocacion de
NF-kB al nucleo. Ademas, la D-carvona podria suprimir la actividad de las MAP
quinasas, como p38 y JNK, que son esenciales para la activacién de AP-1, otro
factor de transcripcion involucrado en la produccion de TNF-a. La reduccion de
TNF-a se logra, por lo tanto, mediante la inhibicion de la transcripcion del gen TNF,
suprimiendo la actividad de estos factores de transcripcion. La via de sefalizaciéon
celular de TNF se inicia cuando el LPS se une al receptor tipo Toll 4 (TLR4), lo que
activa la proteina adaptadora MyD88. MyD88 activa una cascada de quinasas,
incluyendo IRAK y TRAF6, que activan IKK. IKK fosforila IkBa, liberando NF-kB
para translocarse al nucleo y activar la transcripcion de TNF. La D-carvona
interrumpe este proceso, posiblemente inhibiendo la actividad de IKK o las MAP

quinasas, resultando en la no produccion de TNF-a e IL-6 (Zhu, X., et al 2020).

5.3.1.1. Modulacién de la producciéon de citoquinas proinflamatorias.

Para determinar cual es el mas potente y eficaz en inhibir la respuesta inflamatoria.
Para evaluar el efecto de la R-(-)-carvona y S-(+)-carvona. Las células fueron
pretratadas con diversas concentraciones de D-carvona, tipicamente en el rango
de 10 a 100 uM, seleccionadas tras pruebas de citotoxicidad para asegurar que las
concentraciones elegidas no inducian muerte celular, lo que podria confundir los
resultados. Posteriormente, se indujo la inflamacién con lipopolisacarido (LPS), un
potente activador del sistema inmunitario innato. Los resultados de los ensayos in
vitro indicaron que los compuestos 7, 8 y 11 tienen propiedades antiinflamatorias,
como lo demuestra la disminucién en la produccion de TNF-a (Grafico 5) y la
expresion de IL- 6 (Grafico 6).

Estudios previos han investigado el efecto de la carvona y algunos de sus derivados
en diferentes tipos de células, reportando una variedad de respuestas dependiendo
de la concentracion utilizada. La carvona, cuya féormula quimica es C10H140, es un
monoterpeno quiral que existe en dos formas enantiomérica: R-(—)-carvona y S-(+)-
carvona. Se ha demostrado que la carvona inhibe el crecimiento de células de

cancer de mama MCF-7 a concentraciones micromolares, que van desde 10 yM
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hasta 100 uM. En células de melanoma A375, se ha reportado un efecto similar,
pero a concentraciones ligeramente mas altas, en un rango de 50 yM a 200 uM.
Estos resultados sugieren que la sensibilidad a la carvona puede variar entre tipos
de células y que la concentracion juega un papel crucial en la determinacién de su
efecto biolégico. Ademas de la carvona, se han estudiado otros analogos sintéticos,
como el 2-metil-5-(1-metiletil)-2-ciclohexen-1-ona (carvona modificada), cuya
férmula quimica es C11H180, y otros derivados con diferentes sustituyentes en el
anillo de ciclohexeno. Estos datos revelaron que las modificaciones quimicas en la
estructura de la carvona pueden modular su actividad bioldgica, alterando su
potencia y/o especificidad contra diferentes tipos de células.

La L-carvona inhibio la proliferacion de células MCF 7 (IC50 1,2 mM) y MDA MB
231 (IC50 1,0 mM) e inhibi6 la migracion de células de cancer de mama. Indujo la
apoptosis observada por la fragmentacion de los nucleos y la presencia de cuerpos
apoptéticos en los ensayos DAPI, Anexina V/yoduro de propidio y TUNEL. La
exposicidén a L-carvona detuvo las células MCF-7 en la fase S del ciclo celular. El
dafio al ADN causado por la L-carvona fue evidente por el aumento del momento
de la cola en el ensayo COMET, que podria ser inducido por un aumento en ROS
medido por sonda de fluorescencia. El aumento de p53, Bad, caspasa 3 escindida
y PARP escindida explico la apoptosis.

La inhibicion de TNF-a por la oleracona probablemente se inicia con su interaccion
con receptores de membrana celular, posiblemente Toll-like receptors (TLRs). Esta
interaccion podria desencadenar una cascada de sefalizacion intracelular que
converge en la inhibicion del factor nuclear kappa B (NF-kB). Especificamente, la
oleracona podria interferir con la activacion de la IkB quinasa (IKK), un complejo
enzimatico que incluye IKKa e IKKB. La inhibicién de IKK previene la fosforilacidon
de IkBa (inhibidor kappa B alfa), una proteina que normalmente se une a NF-kB,
manteniéndolo inactivo en el citoplasma. Al evitar la fosforilacion de IkBa, se impide
su degradacion por la proteasoma 26S, lo que a su vez bloquea la liberacion de NF-
kKB. NF-kB, compuesto por subunidades como p65 (RelA) y p50, permanece
inactivo en el citoplasma. La inhibicién de su liberacion impide su translocacion al
nucleo, donde normalmente se une a secuencias de ADN especificas (elementos
de respuesta NF-kB) en la region promotora del gen TNF. Esto previene la

transcripcion del gen TNF vy, por lo tanto, la sintesis de la proteina TNF-a.
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Ademas, la oleracona podria afectar la via de las MAP quinasas (MAPKSs), que
también contribuyen a la produccién de TNF-a. Especificamente, podria inhibir la
fosforilacion de p38 MAPK y JNK (c-Jun N-terminal kinase), evitando asi la
activacion de factores de transcripcion como AP-1 (proteina activadora 1), que
también regula la expresiéon de TNF. Las MAP quinasas son activadas por una
cascada de fosforilacion que incluye MAP quinasa quinasas (MAPKKSs). Tian, J.,
(2022).

La (S)-carvona hidrazona, puede unirse a receptores de membrana, posiblemente
TLRs (Toll-like receptors), desencadenando una cascada de senalizacion. Esto
puede llevar a la inhibicidn de la IkB quinasa (IKK), un complejo que incluye IKKa e
IKKB. La inhibicion de IKK previene la fosforilacion de IkBa, impidiendo su
degradacion por la proteasoma 26S. Esto bloquea la liberacidon del factor nuclear
kappa B (NF-kB), compuesto por subunidades como p65 (RelA) y p50, que
normalmente se transloca al nucleo para activar la transcripcion del gen NOS2 (que
codifica para iNOS). Al inhibir NF-kB, se reduce la expresion del 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS). Ademas, la (S)-carvona hidrazona puede afectar la via de las MAP
quinasas (MAPKSs), inhibiendo la fosforilacion de p38 MAPK y JNK (c-Jun N-
terminal kinase). Esto evita la activacién de factores de transcripcion como AP-1,
que también regulan la expresion de NOS2. Las MAP quinasas son activadas por
una cascada que incluye MAP quinasa quinasas (MAPKKs) y MAP quinasa
quinasas (MAPKKKSs).

5.3.1.2. Inhibicién de la via de senalizacion del NF-kB y otras vias
inflamatorias.

Las carvonas halogenadas pueden reducir la inflamacién a través de multiples
mecanismos de accidon. Principalmente, actuan inhibiendo la produccién de
citoquinas inflamatorias como el TNF-a y la IL-6. A nivel molecular, pueden interferir
con la activacion de la via de sefializacion del NF-kB, un factor de transcripcion
clave en la regulacién de la expresion de genes proinflamatorios. Ademas, pueden
modular la actividad de enzimas implicadas en la sintesis de mediadores
inflamatorios, como la ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LOX). También se
ha observado que las carvonas halogenadas pueden reducir la migracion de células
inflamatorias al sitio de inflamacién, asi como promover la resolucion de la

inflamacién mediante la induccion de la apoptosis de células inflamatorias.
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Los datos revelan una modulacion diferencial de la produccion de TNF-a en
macrofagos RAW 264.7, dependiente tanto de la estructura especifica de cada
analogo de carvona como de la concentracion ensayada. La modulacion diferencial
de la produccion de TNF-a se refiere a la capacidad de los analogos de carvona
para regular la sintesis de la citocina proinflamatoria TNF-a (Factor de Necrosis
Tumoral alfa) en macrofagos, mediante la interaccidén con diferentes componentes
de la via de senalizacion del receptor tipo Toll 4 (TLR4) y con distintos grados de
intensidad. Tras la unién de un ligando como el lipopolisacarido (LPS) a TLR4, se
activa la via de sefalizacién que involucra a la proteina adaptadora MyD88
(Diferenciacién Mieloide Primaria 88). MyD88 recluta a las quinasas IRAK1
(Quinasa 1 Asociada al Receptor de Interleuquina 1) e IRAK4 (Quinasa 4 Asociada
al Receptor de Interleuquina 1), que a su vez activan a la quinasa TRAF6 (Factor 6
Asociado al Receptor de TNF). TRAF6 activa al complejo IKK (Quinasa Inhibidora
de kB), compuesto por las subunidades IKKa e IKK. IKK fosforila a IkBa (Inhibidor
de kB alfa), liberando al factor de transcripcion NF-kB (Factor Nuclear kappa B).
NF-kB se transloca al nucleo y se une a la region promotora del gen TNF, iniciando
la transcripcion del ARNm de TNF-a. Ademas, la via de las quinasas MAP (MAPK)
se activa, involucrando a p38 MAPK (Proteina Quinasa Activada por Mitégenos
p38) y JNK (Quinasa c-Jun N-terminal), que fosforilan y activan a factores de
transcripcion como AP-1 (Proteina Activadora 1), también implicados en la
transcripcion del gen TNF.
Los analogos de carvona pueden modular esta via en diferentes puntos:
e Inhibicién de IKK: Al inhibir IKKB, se previene la fosforilacion de IkBa y la
activacion de NF-kB.
o Inhibicién de p38 MAPK y JNK: Al inhibir estas quinasas, se reduce la
activacion de AP-1y la transcripcion del gen TNF.
o Interferencia con la union de NF-kB al ADN: Algunos analogos pueden
impedir que NF-kB se una a la regiéon promotora del gen TNF.
Los analogos de la carvona ejercen su efecto antiinflamatorio al modular la via de
sefalizacion del factor nuclear NF-kB en multiples puntos. En primer lugar, pueden
inhibir la quinasa IKKB lo que previene la fosforilacion de su sustrato, IkBa
impidiendo asi la liberacion y activacion de NF-kB. Ademas, estos compuestos
inhiben las quinasas p38 MAPK y JNK, reduciendo la activacion del factor de
transcripcion AP-1y, por consiguiente, la transcripcion del gen del factor de necrosis
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tumoral (TNF-a). Finalmente, algunos analogos tienen la capacidad de interferir
directamente con la union de NF-kB al ADN, evitando que se una a la regidn
promotora del gen TNF-a y bloqueando la expresién de esta citocina.

Esta modulacién diferencial, que se manifiesta como una respuesta variable y
selectiva, sugiere que las sustituciones en el anillo de ciclohexano de los analogos
de carvona pueden alterar su interaccion con componentes clave de la via de
sefalizacion de TNF-a, como las cinasas IKK (Inhibidor de la subunidad kappa B
quinasa) y las caspasas (especialmente la caspasa-3 y la caspasa-8), enzimas

centrales en la activacion de NF-kB y la induccion de apoptosis, respectivamente.

La funcionalizacion de la carvona con halégenos es crucial aqui: la introduccion de
atomos como el bromo no solo altera el volumen estérico y la conformacion
preferencial de la molécula, sino que también modifica significativamente su
lipofilicidad y genera momentos dipolares especificos. Estas propiedades permiten
el establecimiento de una red compleja de interacciones no covalentes, tales como
puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals y, notablemente, interacciones
halogénicas (sigma-hole interactions), con residuos de aminoacidos criticos en el
sitio de union de la enzima. Es esta union de alta afinidad y selectividad la que
desencadena una serie de eventos bioquimicos que, en ultima instancia, modulan
la actividad enzimatica y subsecuentemente la cascada de sefalizacion, afectando
la translocacién nuclear de factores de transcripcion como el NF-kB vy, por

consiguiente, la expresion génica de las proteinas (Marques et al., 2019).

El estudio en células macrofagicas revelé que la 2-bromocarvona, tiene capacidad
para inhibir TNF-a, respaldando su potencial antiinflamatorio. La orientacion precisa
de estos momentos dipolares influye en la selectividad y la afinidad del compuesto.
Como lo demuestra en la expresion de TNF-a, al inhibir su expresion inducida por
LPS. Cuando un analogo de carvona, como la 2-bromocarvona, se une al bolsillo
de unidn catalitico o alostérico de la quinasa IKK3, se desencadena una serie de
eventos bioquimicos que comprometen irreversible o reversiblemente la actividad
enzimatica intrinseca de IKKB. A nivel molecular y estereoquimico, este
reconocimiento de alta afinidad se basa en una complementariedad geométrica y
electrostatica precisa entre la configuracion espacial tridimensional del derivado de
carvona y la topografia del sitio de union, definida por las cadenas laterales de los

residuos de aminoacidos constituyentes de IKKB. Los atomos de haldégeno, en
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particular el bromo en la posicién C2 de la 2-bromocarvona, ejercen un efecto
inductivo y mesomérico sobre el sistema de electrones pi del anillo y el centro
carbonilico. Esto no solo modula la polarizabilidad de los enlaces C-Bry la densidad
electronica global de la molécula de carvona, sino que también optimiza su
coeficiente de particion lipofilico (log P), facilitando un acceso y ajuste
hidrofébico/hidrofilico 6ptimo en el entorno anfipatico del bolsillo de unién de IKKp.
La naturaleza del bromo permite el establecimiento de interacciones
intermoleculares no covalentes especificas que son cruciales para la afinidad (KD)
y la estabilidad del complejo enzima-ligando. Quimicamente, se pueden formar
interacciones de van der Waals robustas entre el volumen atémico del bromo y las
cadenas laterales alifaticas de residuos hidrofébicos como leucina, valina o
isoleucina dentro del bolsillo enzimatico. Ademas, el bromo, dada su
electronegatividad y la formacion de un "agujero sigma" (sigma-hole) en su eje
covalente, puede actuar como un aceptor débil de enlace de hidroégeno o participar
en interacciones halogénicas (interacciones no covalentes direccionales) con
grupos funcionales polares como los grupos hidroxilo de serina o treonina, o los
grupos amida de la cadena principal polipeptidica. Estas interacciones multipunto y
de baja energia estabilizan la conformacion del analogo de carvona dentro del sitio
de unién de IKK, conduciendo a una inhibicion competitiva o0 no competitiva de su
actividad quinasa (capacidad de transferir grupos fosfato).

Bioquimicamente, la supresion de la actividad fosfotransferasa de IKK3 previene la
fosforilacion especifica en residuos de serina (Ser32 y Ser36) del inhibidor del NF-
kKB (IkBa). Sin esta fosforilacion critica, IkBa no es reconocido por la B-Transducina
de la Ubiquitina Ligasa E3 (B-TrCP), evitando asi su ubiquitinacién poliubiquitina y
la posterior degradacién proteasomal por el proteasoma 26S. Con IkBa intacto y
formando un complejo proteico estable con las subunidades RELA (p65) y NFKB1
(p50) del heterodimero NF-kB, el factor de transcripcion permanece secuestrado
en el citosol, lo que enmascara su sefial de localizacion nuclear (NLS). Esto impide
su translocacion nucleo-citoplasma a través de los complejos del poro nuclear
(NPC), un proceso energia-dependiente mediado por proteinas de transporte de
importina (p. €j., importina a/B). Biologicamente, esta inhibicidén de la translocacion
nuclear del NF-kB resulta en una reducciéon de su union especifica a los elementos
de respuesta kB (kB-RE) en las regiones promotoras de genes proinflamatorios,

que tipicamente presentan secuencias de ADN 5'-GGGRNNYYCC-3'. Esta union
109



alterada disminuye el reclutamiento de complejos de coactivadores
transcripcionales (como las proteinas CBP/p300 con actividad histona
acetiltransferasa) y la ARN polimerasa Il, lo que culmina en una disminucién de la
transcripcion de ARNm vy, por ende, de la expresion proteica de citoquinas
proinflamatorias clave como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) y la

Interleucina 6 (IL-6), atenuando asi la respuesta inflamatoria sistémica y celular.

La IkB Kinasa B (IKKB) es una serina/treonina quinasa clave en la via de
sefalizacion canodnica del factor nuclear kappa B (NF-kB), un complejo proteico que
actua como un regulador maestro de la inflamacion, la inmunidad y la supervivencia
celular. IKKB es una proteina expresada de forma ubicua, fundamental para la
respuesta celular a una amplia variedad de estimulos proinflamatorios y de estrés.

Estructura y Composicién

IKKB es un componente catalitico central del complejo IKK, el cual se compone
tipicamente de tres subunidades:
o IKKa (o IKK1): Otra serina/treonina quinasa con un 52% de identidad de
secuencia con IKK.
e IKKB (0o IKK2): La subunidad catalitica principal responsable de la
activacion de NF-kB en la via candnica. Consta de 756 aminoacidos.
e |IKKy (0 NEMO): La subunidad reguladora esencial (modulador esencial de
NF-kB), que no posee actividad quinasa, pero es crucial para el ensamblaje,
la activacion y la estabilidad del complejo.

IKKR, al igual que IKKa, posee varios dominios funcionales criticos:

e« Dominio Quinasa (KD): Ubicado en el extremo N-terminal, es el
responsable de su actividad catalitica, donde se unen el ATP y el sustrato
IkBa.

e« Dominio de Heélice-Bucle-Hélice (HLH): Implicado en interacciones
proteina-proteina, incluyendo la dimerizacion con IKKa y la interaccion con
IKKYy.

e Dominio de Cremallera de Leucinas (LZ): También participa en la
dimerizacion y en las interacciones dentro del complejo IKK.

e Dominio de Asociacién con el Ubiquitinador (UDD) o Dominio de Adaptador

C-terminal (C-ADD): Implicado en la regulacién de la activacion del complejo.
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La funcion principal de IKK es fosforilar selectivamente a las proteinas inhibidoras
del NF-kB (IkB), en particular a IkBa. Esta fosforilacion ocurre en residuos
especificos de serina (Ser32 y Ser36 en IkBa) en respuesta a una amplia gama de
estimulos proinflamatorios, como:

o Citocinas: Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), (IL-1pB).

o Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs): (LPS)

e Patrones Moleculares Asociados a Dafo (DAMPs): Liberados por células

dafiadas o estresadas.

o Estrés oxidativo.
Cuando IKKB es activada (generalmente por quinasas rio arriba en la via, como
TAK1), transfiere grupos fosfato de ATP a los residuos de serina de IkBa. Esta
fosforilacidn marca a IkBa para su ubiquitinacion (mediada por la ubiquitina ligasa
E3 SCF/B-TrCP) y posterior degradacion por el proteasoma 26S. La degradacion
de IkBa libera al NF-kB (generalmente un heterodimero p50/p65) de su secuestro
en el citoplasma, permitiendo que su sefial de localizacion nuclear (NLS) quede
expuesta. Esto conduce a la translocacion de NF-kB desde el citoplasma hacia el
nucleo, donde puede unirse a secuencias de ADN especificas llamadas elementos
de respuesta kB (kB-RE) en las regiones promotoras de genes diana. La union de
NF-kB al ADN recluta coactivadores transcripcionales y la maquinaria de
transcripcion, lo que resulta en la expresion de genes proinflamatorios, incluyendo
citocinas como TNF-q, IL-6, IL-1B3, y enzimas como COX-2 e iNOS. La via IKK, al
activar el NF-kB, culmina en la union del heterodimero NF-kB (mas comunmente
p65/RelA y pSO0/NFKB1) a secuencias especificas de ADN dentro de las regiones
promotoras o potenciadoras de los genes diana. Estas secuencias de ADN se
conocen como sitios kB (kappa B) o elementos de respuesta kB (kB-RE).
La secuencia consenso generalizada para un sitio kB al que se une NF-kB es 5'-
GGGRNNYYCC-3', donde:

e G representa Guanina.

e Rrepresenta una Purina (Adenina o Guanina).

e N representa cualquier nucleétido (Adenina, Guanina, Citosina o Timina).

e Y representa una Pirimidina (Citosina o Timina).

o C representa Citosina.
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Es importante destacar que, si bien esta es la secuencia consenso, existen
variaciones significativas en los sitios kB reales presentes en los promotores de los
genes. Diferentes dimeros de NF-kB (por ejemplo, p65/p50, c-Rel/p50, p50/p50)
pueden tener afinidades y especificidades ligeramente distintas por estas
variaciones de la secuencia.

La afinidad de unién y la capacidad transcripcional dependen de:

o La secuencia precisa del sitio kB: Pequefas variaciones pueden alterar
drasticamente la afinidad de union y la activacion.

o El tipo de dimero de NF-kB: Cada combinacién de subunidades (p. €j.,
p65/p50 vs. c-Rel/p50) tiene preferencias de unidon y actividades
transcripcionales distintas.

« El contexto cromatinico: La accesibilidad del sitio kB en la cromatina (si el
ADN esta enrollado alrededor de histonas o es mas accesible) influye
enormemente en la capacidad de NF-kB para unirse.

e Interacciones con coactivadores/correpresores: Una vez unido, NF-kB
recluta otras proteinas que modulan la transcripcion.

Ejemplos de Sitios kB en Genes Proinflamatorios Especificos:
Numerosos genes implicados en la inflamacion y la respuesta inmune contienen
sitios kKB en sus regiones reguladoras. Algunos ejemplos de genes clave y las

secuencias aproximadas de sus sitios kB incluyen:

e TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral alfa): El promotor del gen TNF-a
contiene varios sitios kB, clave para su induccion por NF-kB.

e IL-6 (Interleucina 6): El promotor de IL-6 posee multiples sitios kB. Un
ejemplo de secuencia reportada en el promotor de IL-6 es 5'-
GGGATTTTCCC-3..

« iNOS (Oxido Nitrico Sintasa Inducible): Crucial para la produccién de éxido
nitrico en la inflamacién. Su promotor también contiene sitios kB.

e COX-2 (Ciclooxigenasa-2): Otra enzima clave en la produccion de
mediadores inflamatorios (prostaglandinas). ElI promotor de COX-2 es un
blanco directo de NF-kB.

o IL-1B (Interleucina 1 beta): También regulada por NF-kB.
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6a.

6b.

6c¢.

6d.

6e.

Esta investigacion represento la primera ocasion en la que estos epoxidos
se obtuvieron de forma separada y se caracterizaron individualmente. Dada
su versatil reactividad y su potencial como bloques de construccion quirales,
esta metodologia sintética es una valorada herramienta para la sintesis
enantioselectiva de productos naturales complejos y otras moléculas de
interés.

Los resultados demuestran la eficacia de la metodologia sintética para
obtener epoxidos de carvona con control estereoquimico, lo cual es de gran
relevancia para la sintesis de compuestos con potencial actividad bioldgica,
ya que la estereoquimica influye en las propiedades y la actividad de las
moléculas.

Esta conclusion resalta la importancia de la metodologia sintética para
identificar compuestos donde las carvonas halogenadas. inhiben
eficazmente la produccién de TNF-a, una citocina proinflamatoria clave en
el desarrollo de enfermedades inflamatorias. La capacidad de discriminar
compuestos con alta eficacia en la supresion de TNF-a sefala un potencial
terapéutico significativo.

La Carvona, un compuesto natural presente en plantas como la menta y el
comino ha demostrado tener propiedades anticancerigenas en diversos
estudios. Si bien la investigacion sobre su efecto especifico en la viabilidad
celular es limitada, existen estudios que sugieren su potencial. Los estudios
invitro han encontrado que la Carvona puede inhibir el crecimiento de
células cancerosas y promover la apoptosis, 0 muerte celular programada.
La reduccion de la viabilidad celular en concentraciones mas altas podria
estar relacionada con la activacion de mecanismos de muerte celular, como
la apoptosis o la necrosis.
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7a.

7b.

7c.

7d.

Te.

7f.

79.

7h.

Dado que estos epdxidos se obtuvieron y caracterizaron por primera vez
de manera separada, se recomienda investigar su actividad biologica
individualmente para determinar si poseen un potencial terapéutico
similar al de las carvonas halogenadas.

Ampliar el estudio antiinflamatorio. Se debe profundizar en la capacidad
de las carvonas halogenadas para inhibir la produccion de TNF-a.
Futuros estudios podrian usar inhibidores farmacoldgicos de las vias NF-
KB y/o MAPK para confirmar los mecanismos de sefalizacion
involucrados en la supresion de esta citocina.

Analizar la expresion génica y proteica. Para complementar los
hallazgos, se sugiere realizar estudios de expresiéon génica (QPCR) para
medir los niveles de ARNm del gen TNF-a. Ademas, se recomienda usar
la técnica de Western blot para analizar las proteinas clave en las vias
de senalizacion del TNF-a.

Investigar el mecanismo de muerte celular. Para entender la reduccién
de la viabilidad celular en concentraciones altas, se debe investigar si
los compuestos inducen apoptosis 0 necrosis. Se recomienda usar
ensayos como el de Anexina V/PI o medir la actividad de las caspasas.

Confirmar hallazgos en modelos in vivo. Dado que la mayoria de los
estudios son in vitro, es crucial realizar estudios en modelos animales
para validar la eficacia y seguridad de la carvona y sus derivados en un
organismo completo.

Evaluar el potencial anticancerigeno. Los resultados sobre la viabilidad
celular sugieren que estos compuestos podrian tener propiedades
anticancerigenas. Se recomienda explorar esta faceta investigando su
capacidad para inhibir el crecimiento de células cancerosas y promover
la apoptosis.

Desarrollar una herramienta de sintesis quiral. La metodologia sintética
desarrollada para obtener los epoxidos con control estereoquimico es
una herramienta valiosa. Se recomienda explorar su uso para la sintesis
enantioselectiva de otros productos naturales complejos y moléculas de
interés, dada la relevancia de la estereoquimica en la actividad biolégica.
Establecer la relacion estructura-actividad (SAR). Para optimizar la
eficacia, se sugiere realizar estudios sistematicos de SAR. Esto implica
sintetizar y probar una serie de analogos de la carvona con diferentes
modificaciones quimicas para identificar qué partes de la molécula son
cruciales para su actividad antiinflamatoria y anticancerigena. Este
enfoque guiara el desarrollo de compuestos mas potentes y selectivos.
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