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MONOTERPENOS AROMATICOSTIMOL Y CARVACROL: APROXIMACIONES DE SU

POSIBLE PAPEL EN PROCESOSCLAVESDE LA PATOLOGIA CARDIOVASCULAR

RESUMEN

Un evento imperativo en la generacion de células espumosas en la
aterosclerosis es la oxidacion de la LDL; cuando estas particulas son oxidadas
se convierten en epitopes para macrofagos los cuales se comienzan a
transformar en células muy reactivas produciendo promotores de crecimiento e
induciendo la replicacion de células musculares lisas. Los procesos de
glicacion u oxidacion aumentan la electronegatividad de las LDL aumentando
asi su efecto inflamatorio, por lo tanto la inhibicion de estos procesos tanto a
nivel de la parte protéica como del contenido lipidico pueden retardar los
eventos aterogénicos mediados por esta particula. Las velocidades de
reduccion de un radical libre por los monoterpenos aromaticos timol y
carvacrol se compararon contra el BHT. La proteccion de esta particula por los
monoterpenos fue analizada por diferentes metodologias para proponer
posibles mecanismos de su incidencia sobre blancos claves de esta patologia.

PALABRAS CLAVES:. Timol, Carvacrol, Cinética de reacciéon, DPPH,
TBARS, lipoproteinas de baja densidad (LDL), LDL oxidadas (oxLDL),
monocitos.

ABSTRACT

An imperative event in foam cells generation in the atherosclerosis is the LDL
oxidation. When this particle is oxidized they are recognized by macrophage
which begins to convert on reactive cells producing growing factor and
inducing replication of smooth muscle cells. The glication and oxidative
processes increase the LDL electronegativity and its inflammatory effect;
therefore inhibit that process as much proteic part as lipid content can retard
atherogenic events carried out by this particle. The reduction kinetics of a free
radical by the aromatic monoterpenes thymol and carvacrol were compare
against BHT. Different methodologies were employing to compare the
protection activity of monoterpenes to propose possible mechanism on its
incidence on key targets about this pathology.

KEYWORDS:. Thymol, Carvacrol, Kinetic reaction, DPPH, TBARS low
density lipoprotein (LDL), oxidized LDL (oxLDL), monocytes.
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En instancias tempranas en la aterosclerosis, los
macrofagos que son células que captan el colesterol de
las LDL, comienzan acumulandolo hasta generar células
espumosas. [1]. Un evento imperativo que antecede a la
generacion de células espumosas es la oxidacion de esta
particula; cuando las LDL son oxidadas (oxLDL) se
convierten en epitopes para macrofagos [2,3] los cuales
se comienzan a transformar en células muy reactivas
produciendo promotores de crecimiento e induciendo la
replicacion de mas células musculares lisas.

Varios estudios sobre la actividad antioxidante de aceites
esenciales han reportado que algunas plantas ricas en
timol y carvacrol, tiene un considerable efecto
antioxidante. Ademas del orégano (Origanum vualgare
L.), en otras plantas (Satureja hortensis L., Saturga
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montana L., Satureja spicigera, Thymbra spicata)[4-6]
los isomeros timol (5-metil-2-isopropilfenol) y
carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) son los principales
componentes. Es ampliamente aceptado que la
inhibicion de los procesos oxidativos tanto a nivel de la
parte protéica como del contenido lipidico pueden
retardar los eventos aterogénicos mediados por la LDL
[3]. Adicionalmente recientes hallazgos demuestran que
algunos antioxidantes reconocidos como la vitamina E
presentan adicionales mecanismos tales como la
disminucion en la expresion de receptores CD36 in
vivo, presentandose asi rutas alternas a las cuales se le
atribuia su actividad biologica [7,8]. El objetivo del
trabajo fue determinar posibles mecanismos a través de
los cuales los isdmeros timol y carvacrol actian sobre la
oxidacion y captacion de oxLDL por monocitos
humanos.
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2. MATERIALESY METODOS
2.1 Reactivos

Acido Tiobarbitarico (TBA), Agarosa Tipo II, Sudan
Black B, Buffer barbital, DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), Hidroxitolueno Butilado (BHT), Timol
(5-metil-2-isopropilfenol) y Carvacrol (5-isopropil-2-
metilfenol), se adquirieron de Sigma Chemical Co,
Etanol grado reactivo fue adquirido de Merck — EMD, y
el Kit Rapido para cuantificacion de proteinas de Fluka.
Medio suplementado RPMI1640 fue obtenido de Gibco
y los Anticuerpos monoclonales antiCD14 y su
respectivo isotipo [gG2ak-FITC de BD Pharmingen.

22ESI LC/IMSIMS

Las separaciones fueron realizadas en una columna
Lichrospher RP18 5um, acido férmico 0.1 % fue
adicionado a la fase movil para favorecer la ionizacion a
una velocidad de flujo de 0.7 mL/min y temperatura de
30°C. El control del sistema y la evaluacion de los datos
fueron analizados en el software de la quimioestacion
Agilent LC/MSD tanto para los resultados del analizador
de cuadrupolo como para la trampa de iones. Las
condiciones de ESI/MS fueron las siguientes: Voltaje del
capilar fue 4 kV en modo positivo y 3.5 kV en modo
negativo, en ambos el voltaje del fragmentor se utilizd
entre 70 y 150 V. Los espectros fueron obtenidos en el
rango de 100 y 500 m/z. Nitrogeno fue usado como gas

2.3 Cinética de Reduccién ddl radical libre DPPH

Una alicuota (500 pL) de las soluciones conteniendo
diferentes concentraciones de antioxidantes fue agregada
a 1000 pL de una solucion metandlica de DPPH (0.02
mg/mL). La absorbancia a 517 nm fue tomada a través
del tiempo en un espectrofotometro CaryBio 50 hasta que
la reaccion se estabilizo. La concentracion de DPPH en el
medio de reaccion [DPPH]y fue calculada de acuerdo con
la ecuacion:

Asiam = 31.63 [DPPH]r — 0.01686 1> = 0.999, Sy.x
0.004351 (1)

El porcentaje de DPPH remanente fue calculado por la
siguiente expresion:

%[DPPH]gem = ([DPPH];/ [DPPH],)*100 ©)

Para una concentracion de antioxidante de 50 pg/mL los
parametros de velocidad (K (mmol DPPH/segundo)),
tiempo necesario para disminuir en un 50% la
concentracion de DPPH (Ts, (segundos)) y concentracion
de DPPH en el estado estable (DPPHg, (mmol DPPH)),
fueron calculados mediante el paquete estadistico
GraphPad Prism® (Ver tabla 1). El modelo de curva dosis
— respuesta obtenido al graficar el porcentaje de DPPH
remanente contra la concentracion de antioxidante
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permite calcular la cantidad de antioxidante necesaria
para estabilizar en un 50% el radical libre (ECs).

2.4 Inhibicién de la oxidacion de LDL

2.4.1 Aislamientode LDL.

La fraccion de LDL fue obtenida por
ultracentrifugacion, aplicando gradiente discontinuo de
densidad en un equipo Beckman XL-100 utilizando
rotor SW-55Ti y tubos ultraclear 5 mL. 50 mL de
plasma fue obtenido de voluntarios sanos, no fumadores
(20-25 afios), por centrifugacion a 2500 rpm y 4°C con
citrato de sodio como anticoagulante (10.6 pmol citrato
de sodio/mL de sangre). La fraccion Quilomicrones-
VLDL fue obtenida adicionando 1.6 mL de NaCl
(1,006 g/mL) sobre 3.2 mL de plasma y centrifugando a
5 °C por un periodo de 12 horas a 49500 rpm con
desaceleracion lenta. La fraccion superior (1.6 mL) fue
retirada y 1.6 ml de KBr (1.182 g/mL) fue adicionado y
centrifugado nuevamente a 5 °C por un periodo de 18
horas a 49500 rpm con desaceleracion lenta. SDS-
PAGE fue usada para confirmar la pureza de las
fracciones colectadas (Quilomicrones, VLDL, LDL, y
HDL).

2.4.2 Cuantificacién del contenido protéico

La fraccion LDL obtenida por ultracentrifugacion fue
cuantificada por el ensayo estandar para
espectrofotometria del Protein Quantification Kit-Rapid
de Fluka

2.4.3 Oxidacion dela LDL

LDL (400 pL) a 373 pg/mL se preincuba con 180
pg/mL de timol, carvacrol y BHT durante 15 minutos,
la oxidacion se inicia con la adicion de CuSO, (100
uM) a 37°C durante 90 minutos. La oxidacion es
detenida por la adicion de 25 pL de una solucion 1% de
EDTA y enfriamineto en un bafio de hielo por 15
minutos.

2.5 Determinacion TBARS

Las especies reactivas del acido tiobarbiturico fueron
medidas en un espectrofotometro CaryBio50. Se
adiciond 1 mL de una solucién al 0.67% TBA (Acido
Tiobarbiturico), 15 % TCA (Acido Tricloroacético) y
0.IN HCI, el croméforo es formado a 95°C por 60
minutos. Las soluciones son pasadas a través de filtros
de esteres de metilcelulosa (MFS 0.20 micrones). Las
lecturas de tres experimentos independientes fueron
realizadas a 532 nm, la cantidad de equivalentes de
MDA formados fue calculada usando un coeficiente de
extincion molar de 1.56 x 10° M'em™ [10].

2.6 Movilidad electroforéica
80 pL de LDL (373 pg/mL) se preincuba con 180

pg/mL de timol, carvacrol y BHT (10 pL) durante 15
minutos, la oxidacion se inicia con la adicién de CuSO,
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(100 uM) a 37°C durante 15 horas. La oxidacion es
detenida por la adicion de 5 pL de una solucion 1% de
EDTA y enfriamineto en un bafio de hielo por 15
minutos.

El daiio de la fraccion proteica (Apo B 100) fue evaluado
por electroforesis en gel de agarosa (0.8%) en buffer
barbital 0.05 M, pH 8.6, 100 V por 2 horas y revelado
con sudan black B.

nebulizador 13 L/min a 350°C.
2.7 Citometria de Flujo

2.7.1. Ensayo de Captacién.

En orden para cuantificar la captacion de LDL oxidada y
marcada con Dil (1,1'-Dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametil-
indocarbocianina perclorato), mononucleares de sangre
periférica fueron purificados por gradientes de densidad
con Ficoll-Hypaque (Biowhitaker). En un volumen de
final de 1 ml de RPMI 1640 suplementado con
estreptomicina/penicilina 10 Unidades y 10 % de pull de
suero humano inactivado, se agregaron 5x10°
mononucleares de sangre periférica y OxLDL-DiL para
una concentracion final de 10 pg/mL en presencia de 50
pg/ml de timol, carvacrol o BHT e incubado durante 1
hora a 37°C con 90% de humedad y 5 % de CO,. El
marcaje se realizd6 con el anticuerpo monoclonal
antiCD14 o su respectivo isotipo por 30 min a 4°C. Las
lecturas fueron realizadas en un Citometro de flujo
Coulter Epics XL. [9]

3. RESULTADOS

La disminucion de la concentracion del radical libre
DPPH por la accion de antioxidantes fenolicos fue
evaluada mediante el analisis de su comportamiento
cinético. (Ver figura 1). Se aplica una regresion no lineal
con una ecuacion de decaimiento exponencial de una fase
en el paquete estadistico GraphPad Prism version 4.00
para Windows, con el cual se calculan los valores de K
(Velocidad de reaccion) a 50 pg/mL (Ver tabla 2)
obtenidos de la siguiente ecuacion:

[DPPH] = Span ¢ + Plateau

Doénde:

Plateau es la concentracion de DPPH remanente en el
estado estable ([DPPH]rgwm).

Span es la diferencia entre el punto maximo y minimo de
la variable y, determinado por: [DPPH Jiyicial — [DPPH]rEM
La concentracion de antioxidante necesaria para
disminuir en un 50 % la concentracion inicial de DPPH
se define como ECsy y es un pardmetro ampliamente
utilizado para medir el poder antioxidante. A menor ECs
mayor es el poder antioxidante. Los valores encontrados
para cada uno de los compuestos se calcularon a partir de
los porcentajes de DPPH remanentes (Ver ecuacion 2)
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graficados contra las transformaciones logaritmicas de
las concentraciones de antioxidantes;, una prueba F
determiné el mejor ajuste para los modelos de regresion
no lineal sigmoidal dosis respuesta y dosis respuesta
pendiente variable. Un valor P < 0.05 fue considerado
significante.

En los resultados mostrados en tabla 1 se evidencia que
a pesar de presentar isomeria, las concentraciones
efectivas 50 de timol y carvacrol difieren
considerablemente.
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Figura 1. Actividad captadora de radicales libres de
compuestos evaluados a diferentes concentraciones.

El gran efecto inductor de electrones hacia el anillo
aromatico de los grupos Terbutilo en la estructura de
BHT favorecen en gran medida que el nuevo radical de
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BHT formado y que se estabiliza por resonancia sea mas
estable, adicionalmente la energia del enlace O-H es mas
débil y puede romperse homoliticamente para favorecer
la generacion de un radical de hidrogeno. Estudios
farmacocinéticos del timol permiten evidenciar que las
modificaciones que sufre esta molécula en su
metabolismo son realizadas por reacciones de adicion
gracias a la alta reactividad y bajas energias de enlace del
mismo grupo[11]. La presencia de grupos terbutilo
activantes que no estan presentes en el timol y carvacrol
son reemplazados por grupos menos activantes como los
isopropilo que favorecen en mayor medida en la
actividad al timol. Las estructuras aromaticas se activan
en posiciones orto y para de acuerdo con la posicion del
sustituyente del anillo. Es claro que la posicion meta del
grupo hidroxilo del carvacrol no se ve tan claramente
favorecida por este grupo voluminoso e inductor de
electrones hacia el anillo como la posicion orto de este
mismo en la estructura del timol. A pesar de estas
diferencias en la potencia del timol y carvacrol, es
evidente que el carvacrol presenta mayor velocidad de
reaccion justificado en los parametros K y Ts, (ver tabla

1.

Se propone emplear la cuantificacion de la relacion molar
compuesto/DPPH como un parametro estequiométrico
independiente de la velocidad de la reaccion y
concentraciones iniciales de reactivos segun la ecuacion:

DPPH' + PheOH —K>DPPHH + PheO

Por lo tanto el pardmetro n (mmol compuesto/mmol
DPPH), es un valor propio de cada sustancia, util para
comparar la capacidad captadora de radicales libres de
diferentes compuestos y estrechamente relacionado con
la concentracion efectiva 50 (ver tabla 1).

BHT Thy Carv
“[DPPH], 1,975x10° 1,036x 10% 1,176 x 107
K® 1,424x10° 1,380x10* 2,617x 10
“Tso 486.6 5023 2648
n‘ 3.29 7.89 8.73
ECsy 3013419 4747+28 7242426

* Concentracion de DPPH en el estado estable (mg/mL)

® Velocidad de reaccion (mg/mL de DPPH/segundo)

¢ Tiempo necesario para disminuir en un 50% la concentracion
de DPPH (segundos)

4 Relacién molar Compuesto / DPPH

¢ Cantidad de antioxidante (ug/mL) necesaria para estabilizar el
50 % del DPPH. = SD

Tabla 1. Cinética de decoloracion del DPPH por los
compuestos fendlicos BHT, Timol y Carvacrol a 50 pg/mL. A
través de un modelo de decaimiento exponencial de una fase se
han calculado algunos parametros cinéticos.
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La potencia de los antioxidantes contra la oxidacion de
lipoproteinas y membranas esta determinada por
muchos factores, entre ellos la localizacion y movilidad
del antioxidante en el ambiente de reaccion. Los valores
del coeficiente de particion de los compuestos
evaluados (valores de Log P de 3.4 (Carvacrol), 3.3
(Timol) y 5.1 (BHT) [12,13]) coinciden con los
resultados acerca de la capacidad de inhibir el dafio a
lipidos medidos por la metodologia TBARS (ver
grafico2).

uM MDA

x

(¢ ,((\*

& 3
Figura 2. Efecto de terpenos aromaticos sobre la oxidacion de
Lipoproteina de Baja Densidad LDL. La oxidacion fue
determinada por el método TBARS y los resultados
expresados como pM de MDA, mostrados como media + SD
(n = 3). (C+) control positivo.

El BHT debido a su alta lipofilicidad presenta mayor
proteccion de fosfolipidos y acidos grasos contenidos
en la particula de LDL. Sin embargo existe evidencia
que en pacientes diabéticos las lipoproteinas mas
cargadas electronegativamente presentan mayor efecto
inflamatorio[14,15] favoreciéndose asi la quimio-
atraccion 'y reclutamiento de mas monocitos-
macrofagos. A pesar de no poseer tan marcado efecto
en la inhibicion de oxidacion por los métodos DPPH y
TBARS, el analisis del la electronegatividad en geles de
agarosa muestran a los terpenos timol y carvacrol con
mejores agentes protectores en la formacion de
particulas de LDL cargadas electronegativamente
cuando se evaluaron a una misma concentracion. (Ver
grafica 3)

Thy Carv BHT
(ug/mL)  50.00 50.00 50.00
K 1.380x 10* 2.617x10* 1.424x10°
r? 0.9935 0.9997 0.9999

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de reaccion de
monoterpernos aromaticos con el DPPH

El analisis LC/MSD evidencié que el mecanismo de
reduccion del radical se realiza por produccion de
radical de hidrégeno. No hubo presencia de aductos
entre los diferente radicales generados por reacciones
de terminacion.
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La captacion de LDL oxidada marcada con Dil mostrd
que tanto el timol como el carvacrol disminuyen
considerablemente la captacion de las lipoproteinas de
baja densidad oxidadas (ver figura 4), los porcentajes de
captacion fueron 77.6% de células CD14+ que captaron
oxLDL en presencia del solvente (STE) aun 52, 58.7 y
76.43% para los compuestos timol, carvacrol y BHT
respectivamente.

Kt

n €+ Thy Carv BHT C+ n

Figura 3. Efecto de monoterpenos aromaticos sobre la
modificacion oxidativa de lipoproteinas de baja densidad.
Timol (Thy), carvacrol (Carv), BHT, (C+) control positivo y (n)
lipoproteina en condiciones nativas.
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Figura 4. Efecto de los monoterpenos aromaticos en la
captacién de oxLDL-Dil. (A) PBMC + CD14-FITC + STE. (B)
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PBMC + oxLDL-Dil + CDI4-FITC + STE. (C) PBMC +
oxLDL-Dil + CDI4-FITC + THYMOL. (D) PBMC +
oxLDL-Dil + CD14-FITC + CARVACROL. (E) PBMC +
oxLDL-Dil + CDI4-FITC + BHT. Los compuestos se
evaluaron a una concentracion de 50 pg/mL.

Ademas se observo una importante reduccion en la
intensidad media de fluorescencia (IMF) de las OxLDL
en las células CD14+ que pasaron de 63.1 con el
solvente a 37.4 para timol, 39.6 carvacrol y 64,9 BHT.

4. CONCLUSIONES

Se evidencié que las velocidades de reaccién en un
medio polar como el presentado en la metodologia del
radical libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl pueden
modificarse cuando las reacciones se llevan a cabo en
matrices con mayor lipofilicidad. A pesar de la gran
proteccion conferida del BHT frente a la peroxidacion
lipidica verificada en las metodologias TBARS y en las
cinéticas de reduccion de DPPH, no se evidencid esta
misma en la porcion proteica ¢ en la disminucion de la
electronegatividad de toda la particula, teniendo
presente que altas concentraciones de esta en plasma
esta asociada a mayores riegos de enfermedades
cardiovasculares[16].

A pesar de la gran homologia estructural entre el timol
y el carvacrol se pudo determinar una marcada
diferencia no solo en las cinéticas de reduccion tanto
como en su potencia, también se evidencido que el
coeficiente de particion de una sustancia puede predecir
con cierta destreza como posiblemente interactiia una
sustancia en una matriz lipidica en comparacion con el
mismo proceso en un medio mas polar. Las diferencias
estructurales entre ambos monoterpenos le confieren al
timol mayor potencia en comparaciéon con su isdbmero
debido a la posicion orto del grupo hidroxilo activado
por el efecto de los electrones introducidos al anillo del
grupo isopropilo, una probable disminuciéon en la
energia del enlace O-H y mayor facilidad para
generarse una ruptura homolitica del mismo. Los
mecanismos a través de los cuales se realiza la
proteccion de la parte proteica de la LDL son aun
inciertos, sin embargo los andlisis de movilidad
electroforética de las LDL permiten ver claramente un
incremento de electronegatividad de las mismas
protegidas por el BHT en comparacion a las protegidas
por los monoterpenos.

Una amplia gama de receptores estan involucrados en la
internalizacion de las LDL. Estas particulas pueden
pasar de la circulacion a la intima debido a su tamafio,
una vez son atrapadas en la intima arterial por
proteoglicanos son sometidas a modificaciones
mediadas por células ya residentes de la intima. Estos
cambios que sufre la apoB100 le permiten a la particula
ser reconocidas por receptores CD36, SRA1 y SRA2
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ampliamente  expresados en  macrofagos  ya
quimioatraidos en el espacio intimal[1]. Los resultados en
las citometrias donde los compuestos timol, carvacrol y
BHT son ensayados en su capacidad de inducir o inhibir
la captacion de particulas marcadas y evaluadas a 50
pg/mL permiten concluir que a parte del efecto protector
de eventos oxidativos existe una disminucion en la
captacion de las oxLDL-Dil sin tener claridad de cual
mecanismo pueda explicar esta  reduccion.
Investigaciones  posteriores  permitiran  esclarecer
mecanismos exactos a través de los cuales estos
monoterpenos estan impidiendo que las LDL oxidadas
ingresen a los macrofagos.
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