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Resumen 

 

En nuestro laboratorio se demostró en líneas celulares tumorales, que monoterpenos 

como geraniol, cineole, limoneno y linalool poseen propiedades hipocolesterogénicas y 

antiproliferativas y que éstas a su vez son potenciadas de manera sinérgica al combinar los 

compuestos individuales (Kladniew et al. 2014; Manassero et al. 2013; M P Polo, Crespo, 

and De Bravo 2011). Por otro lado, existen numerosos reportes bibliográficos acerca del 

efecto antioxidante que poseen distintos aceites esenciales y/o sus componentes 

individuales. A partir de estos resultados se planteó que el aceite de la cáscara de 

mandarina (ACM) Citrus reticulata Blanco variedad Dancy, que posee una mezcla de varios 

isoprenoides, presenta un gran potencial en el tratamiento de hipercolesterolemias, 

prevención de ateroesclerosis y enfermedades tumorales. 

Para ello nos propusimos estudiar la capacidad de este aceite de modular vías metabólicas 

lipídicas asociadas al desarrollo de estas patologías. Se evaluaron los mecanismos 

bioquímicos y moleculares que desencadena el ACM a fin de aportar conocimiento sobre 

su potencial utilidad terapéutica en reemplazo o complemento de terapias existentes en 

el tratamiento de hipercolesterolemias, prevención de enfermedades cardiovasculares y 

como quimiopreventivos y/o quimioterapéuticos. 

Se determinó la composición lipídica del ACM empleando técnicas cromatográficas y 

espectofotométricas. Se evaluó el potencial antiaterogénico estudiando los efectos y 

mecanismos del aceite sobre la síntesis de lípidos, en particular sobre la vía del 

mevalonato (VM) empleando precursores radiactivos en un modelo de célula hepática 

humana (HepG2). Se estudiaron los efectos del aceite sobre el depósito de lípidos de 

reserva citoplasmática en células espumosas obtenidas por diferenciación de macrófagos 

(RAW 264.7) incubados con lipoproteínas de baja densidad (LDL) oxidadas; así como el 

efecto en los niveles de expresión de enzimas responsables de la síntesis y degradación de 

los mismos. Además se analizó el efecto antioxidante del aceite sobre las LDL involucradas 

en el proceso de formación de placas ateroscleróticas. 

Para evaluar el potencial antitumoral del ACM se estudiaron los efectos y mecanismos de 

acción del aceite sobre la viabilidad, proliferación y muerte celular en un modelo de célula 
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tumoral humana (A549) realizando ensayos bioquímicos-moleculares en células en cultivo 

(ensayos in vitro) e implantadas en ratones atímicos (ensayos in vivo). Se analizó además 

el efecto del aceite sobre el estado redox celular evaluando  los niveles de peroxidación 

lipídica y la actividad de enzimas del sistema antioxidante en células A549. 

El ACM contiene compuestos volátiles y no volátiles. Más del 90% de la fracción volátil 

corresponde al limoneno (Li) y el resto a distintos compuestos isoprenoides. En la fracción 

no volátil se encuentran: triacilglicéridos y carotenoides (libres y esterificados).  

Los efectos de bajas concentraciones del aceite que no disminuyen la viabilidad celular 

(<60 µL/L) sobre el metabolismo lipídico en hepatocitos mostraron una inhibición de la 

síntesis de colesterol con un aumento la incorporación de acetato en los intermediarios de 

la VM, escualeno y lanosterol. En cambio altas concentraciones del ACM (≥60 µL/L), 

disminuyen en hepatocitos no sólo la síntesis de colesterol, sino también la incorporación 

de acetato en todos los intermediarios de la VM evaluados. En células espumosas se 

observó una disminución del contenido de lípidos neutros. La disminución de los niveles 

de expresión de GPAT3 observada estaría contribuyendo a la reducción del contenido 

lipídico en estas células. 

El ACM posee mayor efecto inhibitorio sobre la viabilidad celular de las líneas tumorales 

estudiadas (en un rango de 113-176 µL/L), que su componente mayoritario el Li (en un 

rango de 157-195 µL/L), lo que sugiere que la combinación de los distintos compuestos 

presentes en el ACM, generaría un efecto sinérgico o aditivo sobre la inhibición de la 

viabilidad celular de HepG2 y A549. 

El aceite bloquea la progresión del ciclo celular de las células A549 (línea tumorigénica). 

Las concentraciones evaluadas del ACM causaron un aumento en la población de células 

en fase G2/M con una simultánea disminución de células en fase S y las células tratadas 

con las concentraciones más altas del ACM (IC50) mostraron cambios significativos en 

todas las etapas del ciclo, promoviendo un arresto más pronunciado en la fase G0/G1 con 

disminución de los niveles de ciclina E, aumento de los de ciclina B1 en ambas 

concentraciones estudiadas y sin diferencias significativas en la expresión de ciclina D1. 

Además, la cuantificación de las imágenes obtenidas en células A549 por microscopía de 

fluorescencia demostró que tanto bajas (IC25) como altas concentraciones (IC50) del ACM 
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ocasionaron un incremento significativo del porcentaje de células TUNEL positivo, 

evidenciando un efecto pro-apoptótico del aceite. 

Los ensayos in vivo demostraron una reducción significativa en el crecimiento tumoral 

cuando se le administró a los animales una dosis de 5.25 mg ACM/ratón/día en el 

alimento. El ACM incrementó la apoptosis en células tumorales in vivo (0.5-1.7%). No se 

observaron cambios significativos en la ingesta de alimento, peso corporal, peso e 

histología de órganos ni en parámetros bioquímicos séricos de toxicidad hepática en 

ratones tratados con el ACM. 

El análisis por Western blot mostró que los niveles de Ras unida a membrana 

disminuyeron significativamente en los tumores de ratones tratados con 5.25 mg 

ACM/ratón/día, con respecto a los tumores control. Esta proteína anclada a la membrana 

desempeña un papel central en la promoción de la proliferación celular. Sin embargo, los 

niveles totales de Ras no variaron significativamente en ninguno de los grupos 

experimentales. Se observó una tendencia al aumento en los niveles de peroxidación 

lipídica en tumor, así como una disminución de los mismos en hígado. 

Por último el ACM disminuyó los niveles de peroxidación lipídica en LDL humanas y en 

células en cultivo incubadas con un agente inductor de estrés oxidativo e incrementó en 

las células en cultivo, en un estado redox fisiológico, la actividad de enzimas 

fundamentales del sistema antioxidante celular como son catalasa (CAT), superóxido 

dismutasa (SOD) y glutatión-S-transferasa (GST). 

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo demuestran que el ACM, a través de 

múltiples mecanismos, ejerce un efecto antiproliferativo y antilipogénico que permite 

sugerir su utilidad  terapéutica en reemplazo o complemento de terapias existentes en el 

tratamiento de hipercolesterolemias, prevención de enfermedades cardiovasculares y 

como quimiopreventivo y/o quimioterapéutico. 
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I.1.  Relevancia del tema 

Los cambios en el estilo de vida como el aumento de la urbanización, del tabaquismo, de las 

dietas ricas en grasas y la inactividad física, conjuntamente con el envejecimiento de la 

población, han contribuido a que en los países latinoamericanos se dé una transición 

epidemiológica, donde la causalidad de la morbimortalidad pasa de enfermedades comunes 

transmisibles a enfermedades crónicas como enfermedades cardiovasculares (ECV), cáncer, 

diabetes mellitus y enfermedades respiratorias crónicas (Rivera-Andrade and Luna 2014; Lanas 

et al. 2007). 

Las ECV son un grupo heterogéneo de enfermedades que afectan al sistema circulatorio dentro 

de las que se incluyen: las cardiopatías coronarias, las enfermedades cerebrovasculares 

(comúnmente conocidos como ACV), arteriopatías periféricas, cardiopatías reumáticas y 

congénitas, así como los eventos trombóticos (Organización Panamericana de la Salud 2016). 

En nuestro país, las ECV aún persisten como la principal causa de muerte para la población en 

general y sin cambios en la tendencia de su tasa de mortalidad específica. (Abeyá Gilardon 2005; 

Dirección de Estadísticas e Información de Salud 2016) (Figura I.1). 

 

Figura I.1. Tasa de mortalidad para las principales causas de muerte en la República Argentina de 2015 a 

2016. Estas cifras fueron obtenidas a partir de datos oficiales publicados por la Dirección de Estadísticas 

e Información de Salud del Ministerio de Salud de la Nación. 

 

Entre las causas más importantes de ECV se encuentra la aterosclerosis, una alteración 

degenerativa que afecta a las arterias en las que se forman placas de ateroma. Estas placas son 
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depósitos de diversos lípidos, especialmente colesterol, proteínas y sales de calcio que 

obstruyen total o parcialmente la luz de las arterias ocasionando falta o disminución de 

irrigación. Como consecuencia puede producirse: angina de pecho, infarto de miocardio, 

hemorragias y trombosis cerebrales, aneurismas y dilataciones excesivas de la aorta, entre otras 

(Unit 2005; Cuello et al. 2013; Taylor et al. 2011). 

Los factores de riesgo cardiovascular son características biológicas o hábitos de vida que 

aumentan la probabilidad de padecer una ECV en aquellos individuos que los presentan (L. B. 

Goldstein et al. 2006). Dentro de los factores de riesgo se encuentran los no modificables como 

edad, sexo y antecedentes hereditarios, y los modificables como el sobrepeso/obesidad, 

tabaquismo, sedentarismo, dieta aterogénica, etc. Las dislipidemias, niveles anormales de 

lipoproteínas en plasma, son uno de los factores de riesgo cardiovascular modificables más 

relevantes sobre la incidencia de las ECV, ya que juegan un rol predominante en la iniciación y 

desarrollo de las lesiones ateroescleróticas (Wadhera et al. 2016). 

La utilidad de las estatinas como drogas hipocolesterolemiantes está ampliamente comprobada 

(Unit 2005; Trialists 2008; Brugts et al. 2009; Pastori et al. 2015). Se ha demostrado que la 

administración de estatinas disminuye los riesgos de padecer ECV (Group 1994; Kaminsky and 

Kosenko 2010; Taylor et al. 2011). Las estatinas inhiben competitivamente la enzima 3-hidroxi-

3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGCR), enzima limitante de la vía de síntesis del colesterol, 

también llamada vía del mevalonato (VM). 

En una población occidental como la nuestra, en la que los hábitos de alimentación traen 

aparejado altas probabilidades de tener elevados niveles de colesterol sérico, son cada vez más 

las personas medicadas con estatinas. Esto implica un gran costo económico, ya sea privado o 

estatal. De modo que, la posibilidad de disminuir la dosis efectiva de estatinas por complemento 

o suplemento dietario emerge como una opción atractiva tanto desde el punto de vista 

terapéutico (disminución de efectos secundarios) como del económico. 

A consecuencia de esto, la obtención de medicamentos de origen natural que apoyen el 

tratamiento de las enfermedades crónicas no transmisibles como las dislipidemias, constituye 

una de las líneas de investigación de primer orden a nivel mundial. Actualmente, ya sea por el 

alto costo de los tratamientos convencionales o por los efectos secundarios de las actuales 

drogas hipolipemiantes, se ha incrementado la utilización de plantas medicinales y sus 
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complementos en el tratamiento de dislipidemias, inclusive en países desarrollados (Bahmani et 

al. 2015; Tabatabaei-Malazy, Larijani, and Abdollahi 2015). 

Por otro lado, los decesos ocasionados por tumores malignos representan la segunda causa de 

muerte en Argentina (Dirección de Estadísticas e Información de Salud 2016). Cada vez es más  

frecuente que se asocie la presencia de dislipidemias, ya sea como factor de riesgo aislado o 

como parte del síndrome metabólico, con la aparición de cáncer (Braun, Bitton-Worms, and 

LeRoith 2011; Sinagra et al. 2002; Agnoli et al. 2014; Gutierrez-Pajares et al. 2016; Zadra, 

Photopoulos, and Loda 2013).  

Las células tumorales presentan un elevado metabolismo lipídico, reflejado tanto en la 

incorporación de lípidos del torrente sanguíneo como en la maquinaria de síntesis endógena 

(Muñoz-Pinedo, El Mjiyad, and Ricci 2013; Baenke et al. 2013; F. Zhang and Du 2012). Muchos 

de los tumores presentan alteraciones en las vías de señalización celular como la PI3K/AKT y 

MAPK, así como la activación de oncogenes como p53. Estas alteraciones generan la 

desregulación de la expresión y/o actividad de múltiples enzimas pertenecientes a vías 

metabólicas lipídicas (Mullen et al. 2016; Santos and Schulze 2012).  

Por otra parte, la VM es uno de los principales procesos de síntesis que se encuentra 

desregulado en la mayoría de las células tumorales e inclusive se ha sugerido como una vía 

oncogénica (Mullen et al. 2016). El colesterol, producto final mayoritario de esta vía, es un 

componente crucial de la biogénesis de membranas y es requerido para la proliferación celular. 

Existen múltiples estudios donde se postula que la proliferación de células tumorales es 

altamente dependiente de la biosíntesis de colesterol y sus derivados, y que la desregulación de 

esta vía registrada en células neoplásicas puede llevar a la promoción y resistencia de los 

tumores (Kuzu, Noory, and Robertson 2016). Además, esta vía es la generadora de isoprenoides 

que son necesarios para la prenilación de proteínas que regulan el crecimiento y/o 

transformación celular; de modo que, la inhibición de la prenilación de estas proteínas se 

traduce en una disminución del crecimiento y proliferación celular (Jiang et al. 2014; Thurnher, 

Gruenbacher, and Nussbaumer 2013; Swanson and Hohl 2006). 

En diversos estudios preclínicos y clínicos se ha demostrado que fármacos que inhiben la VM 

presentan un potencial efecto preventivo de tumores (Künzl, Wasinger, and Hohenegger 2013; 

Kubatka et al. 2014; ALTwAIRGI 2015) y estudios prospectivos de su utilización en pacientes con 
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cáncer evidencian una disminución de la mortalidad así como la presencia de tumores más 

diferenciados (ALTwAIRGI 2015; Cruz et al. 2013; Stryjkowska-Góra et al. 2015). De modo que, 

esta clase de fármacos se consideran promisorios en el tratamiento de tumores (Likus et al. 

2016; Thurnher, Nussbaumer, and Gruenbacher 2012), en especial en combinación con otros 

quimioterapéuticos (ALTwAIRGI 2015; Sylvester 2012; McAnally et al. 2007; Staedler et al. 2012; 

Osmak 2012). Sin embargo, una de las principales encrucijadas en el uso de estos fármacos es 

que se requieren concentraciones elevadas para alcanzar el efecto antitumoral con el 

consiguiente incremento del riesgo de presentar efectos secundarios adversos. 

Una alternativa viable en la investigación de nuevas terapias para el cáncer es el estudio de 

aceites esenciales de plantas aromáticas, dado que los isoprenoides naturales que los 

constituyen son capaces de modular la VM ejerciendo un efecto antitumoral (Hardcastle et al. 

1999; Crowell et al. 1991; Ren, Elson, and Gould 1997; Afshordel et al. 2015). 

Por estas razones, el estudio de aceites esenciales como agentes con potenciales propiedades 

hipolipemiantes y antiproliferativas se ha convertido en un campo en creciente estudio, de gran 

interés y potencial. 

 

I.2. Metabolismo lipídico 

I.2.1. Colesterol 

I.2.1.1. Homeostasis del colesterol 

El colesterol es una molécula lipídica esencial de los organismos del reino animal para la 

estructura y el funcionamiento de las membranas celulares, particularmente en la membrana 

plasmática (MP) (Chang et al. 2006). 

Este lípido de membrana es necesario para la formación de caveolas y balsas lipídicas 

cumpliendo un rol importante en el trafico vesicular, en procesos de señalización 

transmembrana y en la viabilidad y proliferación celular (Goedeke and Fernández-Hernando 

2012; van der Wulp, Verkade, and Groen 2013). Además, el colesterol es precursor de todas las 

hormonas esteroideas, vitamina D, oxisteroles y ácidos biliares que cumplen funciones 

fisiológicas importantes (Ikonen 2006; Goedeke and Fernández-Hernando 2012). 

Sin embargo, el exceso de colesterol se ha relacionado con diversas enfermedades: se lo 

identificó por primera vez en 1769 como el componente principal de los cálculos biliares 
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humanos. Desde entonces se ha observado que su concentración fuera de los parámetros 

aceptables se asocia a una variedad de enfermedades como la aterosclerosis, la enfermedad de 

Alzheimer y diversas malformaciones (Cortes et al. 2013). La estructura del colesterol 

representada en la Figura I.2 consiste en cuatro anillos (A, B, C, D), con dos grupos metilo 

angulares situados en C10 y C13; éstas son características que comparten todos los esteroides 

naturales. El colesterol también contiene un grupo 3β-OH en el anillo A, que lo convierte en una 

molécula anfipática, un doble enlace entre el C5 y C6 y una cadena lateral (isooctilo) en el C17.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.2. Estructura de la molécula del Colesterol. La estructura de colesterol consiste en cuatro anillos 

(A, B, C, D), con dos grupos metilo angulares situados en C10 y C13, contiene un grupo 3β-OH en el anillo 

A, un doble enlace entre C5 y C6 y una cadena lateral (isooctilo) en C17. 

 

El colesterol del que dispone el organismo tiene dos orígenes: endógeno, procedente de la 

síntesis de novo, y exógeno, procedente de la dieta (Chang et al. 2006). El último se transporta 

inicialmente desde el intestino al hígado desde donde se distribuye a todos los tejidos. Para el 

transporte a través del medio acuoso (linfa y sangre), enterocitos y hepatocitos empaquetan 

colesterol y ésteres de colesterol (EC) en lipoproteínas de varios tamaños y composiciones que 

se modifican en la circulación. 

El colesterol dietético se absorbe por los enterocitos del intestino delgado y junto con los 

triacilglicéridos (TAG) es transportado por las lipoproteínas de mayor tamaño denominadas 

quilomicrones. Algunos de los TAG se hidrolizan en la circulación dando lugar a los remanentes 

de quilomicrones que son captados por los hepatocitos (Chang et al. 2006). El hígado juega un 

rol central en el metabolismo del colesterol sintetizando lipoproteínas de muy baja densidad 

(VLDL) (Kwiterovich Jr 2000). Si bien la principal función de las partículas VLDL parece ser el 
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transporte de TAG desde el hígado a los órganos periféricos para oxidación o almacenamiento, 

estas partículas también contienen colesterol libre (CL) y EC. Durante el metabolismo de las 

partículas de VLDL, con la remoción de una extensa porción de TAG en los tejidos periféricos, se 

forman partículas remanentes que pueden ser convertidas en lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) (Kwiterovich Jr 2000). Las células de mamíferos adquieren el colesterol exógeno 

principalmente de LDL, a través de la vía del receptor de LDL (LDLR) (Chang et al. 2006) (Figura 

I.3) . Las LDL circulantes se unen al LDLR en la superficie celular y se incorporan, como un 

complejo de lipoproteína-receptor a través de vesículas revestidas de clatrina, en 

compartimentos endolisosomales para su posterior procesamiento. En este nivel, el LDLR se 

recicla a la superficie celular por la unión con la proteína convertasa de proteínas 

subtilisina/kexina 9 (PCSK9) (Lambert et al. 2012), mientras que las partículas de LDL son 

totalmente degradadas en sus componentes individuales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.3 Internalización y reciclado del receptor de LDL (LDLR) a través de la membrana plasmática (MP) 

donde la proteína convertasa de proteínas subtilisina/kexina 9 (PCSK9) promueve la degradación del 

receptor y el reciclado a la membrana. Tomado de (Lambert et al. 2012). 

 

Los EC derivados de las LDL se hidrolizan para formar CL y ácidos grasos (AG) por la acción de la 

lipasa ácida lisosomal (Cortes et al. 2013). Cuando los tejidos extrahepáticos tienen exceso de 

colesterol, éste se libera a las lipoproteínas de alta densidad (HDL), sintetizadas también a nivel 

hepático. Las HDL devuelven los lípidos al hígado en un proceso llamado transporte reverso del 
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colesterol (Ohashi et al. 2005). Desde el hígado, el colesterol se excreta en la bilis (ya sea como 

colesterol o después de que se ha metabolizado a ácidos biliares) que entra en el intestino 

delgado. A partir de ahí, el colesterol y las sales biliares se reabsorben (ciclo enterohepático) o 

bien son excretados en las heces (van der Wulp, Verkade, and Groen 2013) (Figura I.4). 

 

Figura I.4. Homeostasis general del colesterol en el organismo. Abreviaturas. HDL: lipoproteínas de alta 

densidad; rLDL: receptor para las lipoproteínas de baja densidad (LDL); QM: quilomicrones; VLDL: 

lipoproteínas de muy baja densidad. Figura adaptada de (Ros 2006). 

 

La proporción de colesterol procedente de la síntesis endógena suele ser mayor que la 

absorbida de la dieta, y el conjunto de los dos supera a la cantidad de colesterol consumida por 

el organismo, lo que obliga a metabolizar o excretar, o ambas cosas, el exceso de colesterol para 

lograr mantener un equilibrio. Los mamíferos carecen de las enzimas necesarias para degradar 

el núcleo de la molécula del colesterol, por lo que sólo pueden modificar ligeramente su 

estructura. Debido a ello, el colesterol es excretado del organismo en forma inalterada o tras su 

transformación en otros productos derivados tales como los ácidos biliares o las hormonas 

esteroideas (Tall 2008; van der Veen et al. 2009). La cantidad de colesterol de la dieta varía 

notablemente de un día a otro, lo que obliga a la existencia de mecanismos de control que 

permitan mantener el equilibrio entre las velocidades de síntesis y excreción en relación con el 

que es absorbido. Tales mecanismos de control suelen funcionar correctamente, y garantizar la 

disponibilidad de las cantidades adecuadas de colesterol para satisfacer las necesidades de los 

distintos tejidos. En situaciones patológicas tiene lugar un desequilibrio de dichos procesos, lo 
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que lleva a un incremento de los niveles circulantes de colesterol o a un exceso del mismo que 

es eliminado por vía biliar. En el primer caso, los EC pueden llegar a acumularse en las células de 

la pared arterial y originar el desarrollo de la arteriosclerosis (Kwiterovich Jr 2000; van der Wulp, 

Verkade, and Groen 2013). En el segundo, la bilis puede llegar a sobresaturarse de colesterol, 

que al final precipita, dando lugar a cálculos biliares (Portincasa, Moschetta, and Palasciano 

2006; D. Q. H. Wang, Cohen, and Carey 2009). 

El colesterol alcanza notoriedad debido a la fuerte correlación entre los niveles elevados de 

colesterol en sangre (hipercolesterolemia), fundamentalmente transportado por LDL, y la 

incidencia de enfermedades del sistema cardiovascular en el hombre. La importancia de este 

lípido y muy especialmente de su vía de síntesis se ha incrementado con el descubrimiento del 

importante rol de la colesterogénesis en el crecimiento y proliferación celular. 

 

I.2.1.2. Vía del mevalonato 

La VM (Figura I.5) es una ruta metabólica de gran importancia que provee a la célula de 

moléculas bioactivas vitales para múltiples procesos celulares (Buhaescu and Izzedine 2007). 

Esta vía sintetiza mevalonato a partir de acetato, para luego convertirlo en productos 

isoprenoides esteroideos como el colesterol (componente esencial de la MP, precursor de 

ácidos biliares y hormonas) y en un amplio número de moléculas hidrofóbicas, isoprenoides no 

esteroles, como el dolicol (participa en la glicosilación de proteínas), ubiquinona (constituyente 

de la cadena transportadora de electrones mitocondrial) y grupos isopreno. Estos últimos 

compuestos intermediarios de la ruta biosintética del mevalonato, juegan un papel importante 

en la modificación post-traduccional de una gran cantidad de proteínas implicadas en la 

señalización intracelular y son esenciales en el crecimiento/diferenciación celular, la 

glicosilación de proteínas y el ensamblaje del citoesqueleto (Buhaescu and Izzedine 2007; Zhou 

and Liao 2009; Miziorko 2011).  
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Figura I.5. Vía del Mevalonato. Se representan los intermediarios y productos finales de la vía en color 

azul y las enzimas que intervienen en color verde. Abreviaturas. DHCR14: delta(14)-esterol reductasa; 

FTasa: farnesiltransferasa; GGTasa: geranilgeraniltransferasa; HSD17B7: hidroxiesteroide (17-beta) 

dehidrogenasa 7; LBR: receptor lamina B; LDM: lanosterol 14-alfa demetilasa;  NSDHL: esterol-4-alfa-

carboxilato 3-dehidrogenasa; SC4MOL: metillesterol monooxygenase 1. Modificado de (Sharpe and 

Brown 2013). 

 

La VM es una ruta multienzimática que se lleva a cabo en las fracciones microsomal y soluble 
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del citoplasma y fue originalmente descripta en hígado de mamíferos por Bloch en 1952  (Bloch 

1965). Comienza con la síntesis de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a partir de acetil-

CoA en un par de reacciones que ocurren en el citoplasma catalizadas por las enzimas 

acetoacetil coenzima A tiolasa y HMG-CoA sintasa. Estas reacciones se continúan por una 

reacción que sintetiza mevalonato a partir de HMG-CoA catalizada por una proteína integral de 

retículo endoplásmico (RE): HMGCR, siendo ésta la enzima limitante de la vía (J. L. Goldstein and 

Brown 1990). Luego de una serie de reacciones se genera una molécula de cinco carbonos: 

isopentenil pirofosfato (IPP), unidad estructural cuya polimerización dará origen a los distintos 

productos poliisoprenoides de la vía. En este punto se produce la primera ramificación de la 

ruta, dado que el IPP es utilizado tanto para la generación de isopentenil ARNt como para la 

síntesis de la molécula de 15 carbonos farnesil pirofosfato (FPP) (Swanson and Hohl 2006; 

Buhaescu and Izzedine 2007) que constituye el mayor punto de ramificación en la biosíntesis de 

poliisoprenoides. Este compuesto es el sustrato de distintas reacciones enzimáticas que 

conducen la síntesis de  diferentes productos: 

1) Dos moléculas de FPP pueden unirse en una reacción cabeza-cabeza para formar escualeno, 

un compuesto de 30 carbonos. La enzima escualeno sintasa cataliza esta reacción, siendo éste el 

primer paso comprometido en la biosíntesis del colesterol. Luego, el escualeno es convertido a 

2,3-oxidoescualeno (MOS) por acción de la enzima escualeno monoxigenasa (SM). 

Seguidamente el MOS es transformado en lanosterol por la enzima 2,3-oxidoescualeno: 

lanosterol ciclasa (OSC), y éste a su vez se convierte en colesterol después de una serie 

reacciones adicionales (Buhaescu and Izzedine 2007). El oxiesterol endógeno y emergente 

regulador de la colesterogénesis (24,25-epoxicolesterol) (Brown 2009; Bjorkhem and Diczfalusy 

2004; Spencer et al. 1985) es sintetizado de forma paralela al colesterol en una reacción 

derivada (shunt) de la VM en la que participan la SM y la OSC.  

2) El FPP puede unirse con grupos IPP o con cadenas cortas de poliprenoles por repetidas 

condensaciones cabeza-cola para formar largas cadenas de poliprenoles con todas sus dobles 

ligaduras en configuración trans. En humanos, cuando estas cadenas alcanzan las 10 unidades 

de isopreno, el grupo poliprenilo es transferido a un anillo aromático derivado de la tirosina, 

para iniciar la síntesis de ubiquinona (Dallner and Sindelar 2000; Bentinger, Tekle, and Dallner 

2010). 
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3) El FPP puede ser convertido en un alcohol poliisoprenoide de cadena larga, el dolicol, a través 

de una serie de adiciones de 16 residuos de isoprenilo. En esta serie de condensaciones se 

producen dobles enlaces cis en la cadena de poliisopreno, algo característico del dolicol (Gough 

and Hemming 1970). 

4) Finalmente el FPP o su derivado geranilgeranil pirofosfato (GGPP) (obtenido a partir de la 

condensación entre FPP e IPP por la geranilgeranil pirofosfato sintasa) pueden unirse 

covalentemente a distintas proteínas con múltiples funciones dentro de la célula (modificación 

postraduccional) (Berndt, Hamilton, and Sebti 2011; Thurnher, Nussbaumer, and Gruenbacher 

2012; Thurnher, Gruenbacher, and Nussbaumer 2013). Farnesil transferasa (FTasa) y 

geranilgeranil transferasa (GGTasa) son dos enzimas que llevan a cabo la reacción de prenilación 

en la célula. FTasa cataliza la adición del FPP a la proteína, proceso denominado farnesilación, y 

las geranilgeranil tranferasas GGTasa I y II catalizan la adición de uno o dos residuos de GGPP, 

proceso denominado geranilgeranilación. Las proteínas farnesiladas incluyen a: Ras, Rho B, HDJ2 

y láminas A y B, y las proteínas geranilgeraniladas incluyen: Rab, Rap 1A, Rho A, Rac 1, CDC42 

(Swanson and Hohl 2006). La prenilación ocurre en una secuencia C-terminal CAAX (donde C es 

cisteína, A es un aminoácido alifático y X puede ser cualquier aminoácido), donde el residuo C se 

conjuga con FPP o GGPP (Figura I.6). Esto se continúa por la eliminación proteolítica del 

tripéptido AAX a cargo de la endopeptidasa RAS- converting enzyme1 y por carboximetilación en 

el residuo de cisteína isoprenilado por la isoprenilcisteína carboximetiltransferasa en el RE. 

 

 

 

 

 

Figura I.6. Reacción catalizada por las preniltransferasas Farnesil transferasa (FTasa) y geranilgeranil 

transferasa (GGTasa) 

 

La prenilación promueve la unión de estas proteínas a las membranas celulares. Esta 

modificación postraduccional y la activación de GTPasas como Rho, Rac, Rab, Rap y Ras juegan 

un importante papel en muchas cascadas de señalización dentro de la célula (Hinson et al. 1997; 
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Edwards and Ericsson 1999; Bonetti et al. 2003). 

 

I.2.2. Triacilglicéridos, ácidos grasos y fosfolípidos 

Además del colesterol, otros lípidos desempeñan diversas funciones en el organismo actuando 

como fuente de energía, componentes de las membranas celulares y precursores de moléculas 

que están involucradas en múltiples procesos biológicos. Al igual que el colesterol estos lípidos 

pueden provenir de dos fuentes: la dieta y la síntesis endógena. 

La síntesis de AG tiene lugar en prácticamente todas las células de animales vertebrados pero 

estas vías son particularmente importantes en el hígado y el tejido adiposo, órganos 

especializados en la exportación y almacenaje de lípidos (Eberle et al. 2004). La síntesis de AG se 

realiza a partir de unidades de dos carbonos en la forma de acetil-CoA siendo la enzima acetil-

CoA carboxilasa (ACC) la que cataliza la carboxilación del acetil-CoA para dar malonil-CoA, 

sustrato indispensable para este proceso. Posteriormente, la síntesis continúa con el complejo 

de la ácido graso sintasa (FAS) en una serie de reacciones que generan palmitato, un AG 

saturado de 16 carbonos. Por medio de desaturaciones y/o elongaciones, el palmitato es 

utilizado para generar un amplio espectro de AG saturados e insaturados que son sintetizados 

por la célula (Baenke et al. 2013). Recíprocamente, la vía de degradación de los AG ó β-

oxidación implica un mecanismo de regulación a través de modulación alostérica por malonil-

CoA de la carnitina aciltransferasa 1 (CPT1). 

Los AG sintetizados por la célula y aquellos provenientes de la dieta, pueden ser utilizados para 

generar diferentes tipos de lípidos. Por medio de la vía del glicerol 3- fosfato (Kennedy 1961), 

pueden dar origen a diacilgliceridos (DAG) y TAG. Para ello, el glicerol 3-fosfato se esterifica 

secuencialmente con acilCoAs en las posiciones sn-1 y sn-2 de la molécula, dando como 

productos el ácido lisofosfatídico y el ácido fosfatídico. Estas reacciones de acilación están 

catalizadas por las enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) y acilglicerolfosfato 

aciltransferasa respectivamente. Particularmente, se han descripto cuatro isoformas de GPAT 

en mamíferos (GPAT1-4). Estas isoenzimas se diferencian por su ubicación subcelular y tisular, 

su sensibilidad a sustancias reactivas a grupos –SH como la N-etilmaleimida y por su preferencia 

de sustrato (Wendel, Lewin, and Coleman 2009). La GPAT3 (que será estudiada en este trabajo) 

fue la primer GPAT microsomal en ser clonada (J. Cao et al. 2006), su expresión es alta en tejido 
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adiposo, en donde representa el 80% de la actividad GPAT (J. Cao et al. 2014). Además, se 

expresa altamente en intestino delgado y cumple un rol relevante en la absorción de lípidos 

provenientes de la dieta (Khatun et al. 2016). Por otro lado, también se ha descripto que GPAT3 

se expresa en macrófagos y que su expresión aumenta luego de que los mismos son activados 

con LPS o con LDLox (Feingold et al. 2012; Quiroga 2017). 

Finalmente, el grupo fosfato del ácido fosfatídico, se hidroliza en una reacción catalizada por la 

enzima fosfatidato fosfohidrolasa para dar 1,2-diacil-sn-glicerol, el cual se esterifica en la 

posición 3 dando TAG. Esta última reacción está catalizada por la enzima acilCoA: diacilglicerol 

aciltransferasa. 

Alternativamente, tanto a partir del ácido fosfatídico como del DAG, pueden ser sintetizados 

distintos fosfolípidos (FL), componentes mayoritarios de las membranas biológicas, como son 

fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolamina (FE), fosfatilglicerol, fosfatidilinositol  y fosfatidilserina 

(FS). 

 

I.2.3. Receptores nucleares, reguladores del metabolismo lipídico 

Los receptores nucleares son factores de transcripción activados por ligandos que modulan la 

expresión de varios genes del  metabolismo lipídico ya que son activados en respuesta a 

modificaciones en los niveles celulares de productos finales y/o intermediarios de distintas vías 

lipogénicas, induciendo respuestas compensatorias que permiten el mantenimiento de la 

homeostasis lipídica. La expresión de los receptores nucleares es dependiente del tipo de tejido 

y contexto celular, y la desregulación de su expresión está involucrada en diversas 

enfermedades como cáncer, alteraciones cardiovasculares y diabetes (Ortega-Domínguez, 

Herrera-Ramírez, and Tecalco-Cruz 2015). 

Algunos miembros de esta superfamilia son sensores de lípidos, como el receptor activado por 

el factor proliferador de peroxisoma (PPAR), el receptor X hepático (LXR) y el receptor X 

farnesoide (FXR) que pueden unir moléculas como AG, eicosanoides y oxiesteroles y traducir 

señales del entorno lipídico en cambios en la expresión génica (Goto et al. 2013; Desvergne, 

Michalik, and Wahli 2006). 

Los LXR son uno de los principales receptores nucleares que regulan la homeostasis del  

colesterol y los AG. Se han identificado dos isoformas denominadas LXRα y LXRβ, que difieren 
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en el patrón de distribución tisular. La expresión de LXRα se limita al riñón, intestino, tejido 

graso, macrófagos, pulmón e hígado, donde la misma es la más elevada. En cambio, LXRβ se 

expresa en casi todos los tejidos y órganos. Sus ligandos endógenos son metabolitos del 

colesterol conocidos como oxiesteroles, así como también intermediarios de la colesterogénesis 

como el demosterol. Tras su activación, forman heterodímeros con el receptor del ácido 9 cis-

retinoico (Retinoid X Receptor, RXR) y regulan la expresión de genes al unirse a regiones 

denominadas elementos de respuesta de LXR (LXRE) (Figura I.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.7. Mecanismo de acción de los receptores nucleares heterodiméricos. Abreviaturas. LXR: 

receptor X hepático; RXR: receptor del ácido 9 cis-retinoico. Tomado de (Cortés et al. 2005). 

 

Estos factores de transcripción participan en el proceso de detección de colesterol y proveen la 

base de un circuito de control homeostático para el mantenimiento de los niveles celulares del 

mismo (Goto et al. 2013; Desvergne, Michalik, and Wahli 2006). Los LXR inducen la expresión de 

una gran variedad de genes relacionados con el eflujo de colesterol, por ejemplo 

transportadores ABC (ATP binding cassette) como ABCA1 y ABCG1, y también incrementan el 

aclaramiento de colesterol al aumentar los niveles plasmáticos de las HDL (Ma et al. 2017). 

Además, los LXR pueden activar genes de enzimas lipogénicas, como ACC, FAS, GPAT y estearoil-

CoA desaturasa (Grønning-Wang, Bindesbøll, and Nebb 2013). 

 

I.2.4. Metabolismo lipídico en hepatocitos y macrófagos: rol en aterosclerosis 

En condiciones normales, el metabolismo del colesterol se encuentra altamente regulado a fin 

de conservar niveles apropiados del mismo manteniendo su homeostasis celular. En este 
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proceso el hígado posee un papel central, al participar en la síntesis de colesterol, la remoción 

de las LDL circulantes en plasma y la excreción de colesterol (Navarro et al. 2009). 

Alteraciones en los niveles plasmáticos de lípidos como el colesterol asociado a LDL constituye 

una de los principales causas por las cuales se desarrolla la aterosclerosis. Ésta es una patología 

caracterizada por la acumulación de material graso en las paredes de las arterias, seguido por 

un progresivo deterioro y reducción del flujo sanguíneo debido a un exacerbado proceso 

inflamatorio que muchas veces puede resultar en la formación de un trombo y la oclusión del 

vaso (Ross 1999; Lusis 2000). 

Como se grafica en la Figura I.8, durante el proceso de desarrollo de la placa aterogénica los 

monocitos son reclutados al sitio de la lesión, luego se adhieren al endotelio, y por un proceso 

de transcitosis migran hacia la capa íntima (X. Zhang, Sessa, and Fernández-Hernando 2018). Por 

otra parte, las VLDL son convertidas en circulación en LDL, las cuales se infiltran en la capa 

endotelial y pueden ser oxidadas por las especies reactivas del oxígeno (ROS) presentes en el 

espacio subendotelial (Moore and Tabas 2011; Arya et al. 2014). A su vez, ciertas citoquinas allí 

presentes colaboran en procesos tales como la diferenciación de monocitos a macrófagos y la 

infiltración de nuevos monocitos a la capa íntima (Hansson 2005). Al sufrir este proceso de 

diferenciación, los macrófagos incrementan el nivel de expresión de receptores TLR (Toll Like 

Receptors) y de tipo “scavenger” o “basurero” como los receptores scavenger tipo A y los 

receptores scavenger tipo B (CD36) que internalizan lipoproteínas modificadas, tales como LDL 

acetiladas  u oxidadas (LDLox). La captación de estas partículas induce la transición de 

macrófago a célula espumosa (Kunjathoor et al. 2002). Estas células reciben ese nombre debido 

a su fenotipo caracterizado por la acumulación de múltiples gotas de lípido, organelas dinámicas 

rodeadas por una monocapa de FL que acumulan lípidos neutros, mayoritariamente EC 

provenientes de las LDL modificadas y también TAG (Guo et al. 2009). Además del rol de los 

receptores basurero en este proceso, los TLR del macrófago desempeñan un papel relevante en 

la respuesta inmune que caracteriza el proceso aterosclerótico, ya que están implicados en la 

activación de la respuesta inflamatoria en estas células (Tobias and Curtiss 2005). 

Así es como se forma la placa ateroesclerótica, la cual contiene gran cantidad de células 

espumosas. El proceso inflamatorio continúa hasta la ruptura de la placa y la formación de un 

trombo o coágulo. En casos graves, éste puede mediar una oclusión vascular y desencadenar 
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una trombosis. 

Las estatinas son los fármacos utilizados actualmente para el tratamiento de 

hipercolesterolemias y prevención de aterosclerosis y otras ECV. Sin embargo, la mayoría de los 

eventos cardiovasculares no son impedidos con estos fármacos, por lo que resulta imperiosa la 

búsqueda de nuevos compuestos con potencial antiaterogénico. 

 

Figura I.8. Mecanismo de formación de placa aterosclerótica. Abreviaturas. VLDL: lipoproteínas de muy 

baja densidad; LPL: lipoproteína lipasa; LDL: lipoproteínas de baja densidad; AGs: ácidos grasos; ROS: 

especies reactivas de oxígeno; LDLox: LDL oxidadas; CD36: receptor scavenger tipo B. 
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I.2.5. Metabolismo lipídico y su rol en procesos tumorigénicos 

El cáncer es una patología que se caracteriza por un crecimiento celular descontrolado. Se 

produce por la presencia continua de señales proliferativas, la evasión de mecanismos 

supresores del crecimiento, la disminución de apoptosis, la capacidad de inducir angiogénesis y 

la exacerbación del comportamiento migratorio de las células que le permite invadir tejidos 

adyacentes o provocar metástasis en tejidos no adyacentes (Hanahan and Weinberg 2011). 

Dado que durante la proliferación es necesaria la duplicación de todos sus componentes en 

cada división celular, resulta claro que las células cancerosas requieren un metabolismo muy 

activo. Actualmente se reconoce que un metabolismo lipídico aberrante es una de las 

características clave en las células tumorales (Long et al. 2018). La síntesis de novo de los lípidos 

provee una amplia variedad de moléculas que cumplen diferentes funciones de señalización, 

modificación postraduccional de proteínas y aporte energético para sostener la continua 

división celular y facilitar la metástasis (Santos and Schulze 2012; F. Zhang and Du 2012; Huang 

and Freter 2015). 

Como se mencionó anteriormente, la VM proporciona diversas clases de productos como el 

colesterol, proteínas preniladas, como también esteroides, ácidos biliares, dolicoles, hemo A, 

ubiquinona e isopentenil adenina (Swanson and Hohl 2006; Buhaescu and Izzedine 2007; 

Thurnher, Gruenbacher, and Nussbaumer 2013). Las células cancerosas proliferan rápidamente 

y por lo tanto pueden requerir un aumento de la concentración de todos estos productos para 

el crecimiento celular óptimo.  

Una mayor demanda de colesterol en la célula se abastece con un aumento de la actividad 

HMGCR y/o una incorporación aumentada de colesterol extracelular a través del  LDLR 

(Espenshade and Hughes 2007). En las células malignas se incrementa el nivel y la eficacia 

catalítica de HMGCR en comparación con las células normales (Kawata et al. 1990; Harwood et 

al. 1991). En estas células la HMGCR es resistente a la modulación transcripcional mediada por 

los esteroles; sin embargo, la regulación postranscripcional de la enzima permanece intacta 

(Duncan et al. 2004). 

Así, en células tumorales, el metabolismo de colesterol se encuentra generalmente 

desregulado, siendo sus niveles celulares mayores a los de células normales. Entre las distintas 

funciones que cumple el colesterol, una de las más relevantes para las células tumorales es el 
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mantenimiento de la organización, estructura y función de las balsas lipídicas (lipid rafts). Estas 

balsas lipídicas son pequeños dominios heterogéneos, altamente dinámicos, enriquecidos en 

colesterol y esfingolípidos que se encuentran en la MP y compartimentalizan ciertos procesos 

celulares (Murai 2015; Brusselmans et al. 2007). Las mismas son conocidas por presentar 

abundantes cantidades de moléculas de señalización. Receptores de crecimiento, receptores de 

células T, H-Ras, Akt y Src son ejemplos de proteínas que se encuentran en estos microdominios 

involucrados en múltiples funciones celulares, incluyendo regulación de la apoptosis, 

proliferación celular, tráfico de membrana, fenómenos de adhesión y migración celular. La 

depleción de colesterol en las balsas lipídicas genera cambios en la distribución de las proteínas 

residentes que da como resultado la pérdida de la función de los receptores o interrupción de 

los eventos de señalización. Se ha visto que la inhibición de la escualeno sintasa y por ende la 

síntesis de colesterol, merma principalmente a las balsas lipídicas de colesterol y en menor 

medida al colesterol fuera de estos dominios (Brusselmans et al. 2007). El hecho de que las 

células tumorales presenten un incremento de estos microdominios respecto a las normales ha 

suscitado gran interés en apuntar hacia la regulación de la VM y síntesis de colesterol como una 

forma de modular a las balsas lipídicas y así prevenir y tratar el cáncer (Murai 2015; Yeganeh et 

al. 2014; Y. C. Li et al. 2006). 

Por otro lado, los grupos prenilo sintetizados también a través de la VM, se unen a pequeñas 

GTPasas y les permiten el anclaje en la MP (Wright and Philips 2006; Cuello et al. 2013). Las 

GTPasas (que hidrolizan GTP a GDP), cuando unen GTP, forman un complejo que gatilla 

cascadas de traducción de señales que promueven la proliferación celular e inhiben la 

apoptosis. Las proteínas Ras son las GTPasas más estudiadas y algunas mutaciones específicas 

resultan en una activación continua de las mismas (Walker and Olson 2005; Swanson and Hohl 

2006; Gysin et al. 2011). La presencia de una mutación de Ras en la célula se ha asociado con 

malignidad debido a la estimulación anómala de las vías lo que contribuye a la oncogenicidad de 

la proteína. Ras libre en citoplasma es, sin embargo, mitogénicamente inactiva (Walker and 

Olson 2005; Swanson and Hohl 2006; Gysin et al. 2011). Por lo tanto la síntesis de lípidos como 

los grupos prenilos FPP y GGPP, así como su unión a determinadas proteínas, cumple un rol 

fundamental en la activación de estas cascadas de regulación de la proliferación tumoral. 

Por otro lado el cáncer no sólo se asocia al crecimiento tumoral que refleja la supervivencia, el 



Introducción 
 

19 
 

crecimiento y la proliferación celular, sino también al proceso de metástasis que depende 

principalmente de la migración celular, y la angiogénesis que es el surgimiento de nuevos 

capilares a partir de los vasos sanguíneos preexistentes. Las GTPasas preniladas de la familia 

Rho son bien conocidas como reguladores de ambos procesos. Regulan la migración celular a 

través de sus efectos sobre el citoesqueleto, la adherencia célula-célula y la adherencia célula-

sustrato (Ridley 2001; Etienne-Manneville and Hall 2002), y son capaces de alterar la expresión y 

actividad de los factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos (Merajver and Usmani 2005; 

Bryan and d’Amore 2007). Sin embargo, los miembros de la familia Rho también pueden influir 

sobre la supervivencia celular, el crecimiento y la proliferación, al menos así se ha reportado in 

vitro (Ridley 2004). 

Además de los productos de la VM, otros lípidos como AG, FL y esfingolípidos pueden actuar en 

cascadas de señalización relacionadas con la regulación del ciclo celular y así participar en 

diversos mecanismos de proliferación celular, transformación y angiogénesis (Scaglia et al. 

2014; Obeid, Senkal, and Pulkoski-Gross 2017; Vivanco and Sawyers 2002).  

 

I.3. Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se define como “el desequilibrio bioquímico propiciado por la producción 

excesiva de especies reactivas y radicales libres que provocan daño oxidativo a las biomoléculas 

y que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes” (Rodríguez et al. 2004).  

El oxígeno es un componente fundamental para la viabilidad celular en los organismos 

aeróbicos. Bajo condiciones normales en organismos vivos, más de un 90 % del oxígeno 

consumido se utiliza en la cadena transportadora de electrones. Esto se acopla a oxidación de 

nutrientes y resulta en producción de energía como ATP, dióxido de carbono y agua. Sin 

embargo, en ocasiones, las reacciones en las que el oxígeno participa pueden generar ROS. ROS 

es un término que engloba aquellas especies derivadas del oxígeno que son más reactivas que el 

oxígeno en sí mismo (Halliwell and Gutteridge 2015).  

Tanto fuentes endógenas como exógenas pueden contribuir a la generación intracelular de ROS. 

Entre las fuentes exógenas se pueden listar radiación UV, rayos X, rayos gamma, contaminantes 

atmosféricos, sustancias químicas, metales pesados, etc. Las fuentes endógenas incluyen la 

cadena transportadora de electrones, la actividad de RE y peroxisomas, así como la NAD(P)H 
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oxidasa (NOX) asociada a membrana (Trachootham et al. 2008). 

El término ROS incluye radicales libres derivados del oxígeno, y algunas especies no radicales. 

Un radical libre es una entidad química con un electrón desapareado, por lo que son capaces de 

extraer un electrón de las moléculas vecinas para completar su orbital, convirtiéndose en 

componentes altamente reactivos y oxidantes (Rodríguez et al. 2004). La reducción univalente 

de O2 genera intermediarios reactivos en una serie de reacciones produciendo tres compuestos 

ROS: el anión superóxido (O2—•), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH•). El 

H2O2 no es un radical libre, pero se incluye en la categoría de ROS por ser un compuesto 

intermediario e importante en la bioquímica de los radicales libres, ya que se descompone 

fácilmente en presencia de metales de transición (principalmente el Fe+2) para producir el OH•. 

A su vez, los radicales OH• son capaces de reaccionar con las biomoléculas produciendo 

radicales libres orgánicos menos reactivos, como los peroxilos (ROO•). El nitrógeno también es 

capaz de formar radicales libres, las especies reactivas del nitrógeno (ERN) (Rodríguez et al. 

2004). 

Los radicales libres son producidos continuamente como un producto del metabolismo normal 

de cada célula, pero promueven la actividad de diversos mecanismos antioxidantes, tanto 

enzimáticos como no enzimáticos, para contrarrestar la generación de estos metabolitos 

tóxicos, equilibrar la respuesta oxidante y mantener la homeostasis celular (Figura I.9). Si bien 

las ROS cumplen funciones importantes a nivel celular, cuando la generación de los mismos 

supera la capacidad de los mecanismos de defensa antioxidantes, se desarrolla el denominado 

estrés oxidativo. 
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Figura I.9. Generación de especies reactivas intracelulares y mecanismos antioxidantes. Abreviaturas. RE: 

sistema del retículo endoplasmático; NOX: complejo NAD(P)H oxidasa; NOS: óxido nítrico sintasas; GSH: 

glutatión reducido; GSSG: disulfuro de glutatión; Gpx: glutation peroxidasa; GR: glutation reductasa; HO: 

radical hidroxilo; NO: óxido nítrico; ONOO: peroxinitrito; SOD: superóxido dismutasa; NADPH: 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato; Prx: peroxirredoxinas; GST: glutatión S-transferasa; X: 

xenobiótico. 

 

Sistemas antioxidantes y mecanismo de acción:  

Numerosos resultados, tanto in vivo como in vitro, sugieren que los antioxidantes pueden 

prevenir o limitar la sobreproducción de radicales libres ejerciendo su acción mediante distintos 

mecanismos (Jie Sun et al. 2002; Lü et al. 2010): 

- Mecanismo SET: muchos antioxidantes actúan como “estabilizadores o apagadores de diversas 

especies reactivas” lo que se denomina actividad “scavenger” de antioxidantes sobre radicales 

libres. Los radicales (R·) se estabilizan a través de la cesión de un electrón por parte de la 

molécula antioxidante. El antioxidante, como resultado de ceder un electrón, se convierte en un 

radical libre y luego termina oxidándose bajo una forma que es de baja o nula reactividad hacia 

su entorno. 

- Mecanismo HAT: el antioxidante puede estabilizar radicales libres a través de un mecanismo 
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que implica la transferencia directa de un átomo de hidrógeno (esto es un electrón con su 

protón). En este último caso, el radical libre también queda estabilizado electrónicamente. 

Los antioxidantes cuya acción es promovida a través de mecanismos SET y/o HAT son 

mayoritariamente los antioxidantes no-enzimáticos, sean estos normalmente biosintetizados 

por el organismo humano, o bien que ingresen al organismo a través de la dieta. La mayor parte 

de los antioxidantes que actúan a través de estos mecanismos presentan en su estructura 

química principalmente grupos funcionales hidroxilo fenólicos (por ejemplo, todos los 

polifenoles y los tocoferoles). 

- Prevención de la formación enzimática de especies reactivas: Algunos antioxidantes pueden 

actuar previniendo la formación de ROS y ERN. Lo hacen inhibiendo, ya sea la expresión, la 

síntesis o la actividad de enzimas prooxidantes involucradas en la generación de especies 

reactivas, como son la NOX y la óxido nítrico sintasa (NOS), entre otras. 

- Activación o inducción de la actividad de enzimas antioxidantes: Como parte de la defensa 

antioxidante, las células animales poseen ciertas enzimas que remueven catalíticamente las 

especies reactivas como son la superóxido dismutasa (SOD), glutatión-S-transferasa (GST) y 

catalasa (CAT) mediante las reacciones mostradas en la Figura I.10: 

                      

 

 

 

 

 

 

Figura I.10. Reacciones catalizadas por las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT) y glutatión-S-transferasa (CAT). 

 

I.4. Ciclo celular y apoptosis 

En el cáncer, se producen alteraciones fundamentales en el control del ciclo celular y en 

mecanismos de reparación del ADN, lo que resulta en una proliferación celular desenfrenada y 

en la invasión de tejidos normales. Las mutaciones ocurren principalmente en dos clases de 
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genes: proto-oncogenes  y genes supresores de tumores. En las células normales, los productos 

de los proto-oncogenes actúan en diferentes niveles a lo largo de las vías que estimulan la 

proliferación celular. Las versiones mutadas de proto-oncogenes o los oncogenes pueden 

promover el crecimiento tumoral. Por otro lado, la inactivación de genes supresores de tumores 

produce una disfunción de las proteínas que normalmente inhiben la progresión del ciclo 

celular. La desregulación del ciclo  ocurre frecuentemente debido a mutaciones de estas 

proteínas que se asocian a complejas redes de vías interconectadas como la que se muestra en 

la Figura I.11, implicadas en la transición del ciclo celular y la apoptosis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.11. Esquema simplificado de las principales vías moduladas por Ras y las proteínas efectoras que 

habitualmente se ven afectadas por mutaciones en desórdenes del desarrollo y cáncer. Las vías 

Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt son las principales vías desreguladas en células tumorales. Flechas blancas: 

estimulación; flechas rojas: inhibición. Tomado de (Sandoval Usme 2012). 

 

Ciclo celular 

La división celular consiste en dos procesos consecutivos, caracterizados principalmente por la 

replicación del ADN y la segregación de los cromosomas replicados en dos células hijas 

separadas. Originalmente, la división celular se dividió en dos etapas: mitosis, es decir, el 

proceso de división nuclear; e interfase, el interludio entre dos fases M. Las etapas de la mitosis 

incluyen profase, metafase, anafase y telofase. Diferentes técnicas revelaron que la interfase 

incluye las fases G1, S y G2 (Norbury and Nurse 1992). La replicación del ADN ocurre en la 

llamada fase S. Esta fase está precedida por una fase o “gap” llamado G1 durante el cual la 
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célula se está preparando para la síntesis de ADN y se produce la síntesis de proteínas y ARN. A 

su vez, la fase S va seguida de un “gap” llamado G2 durante el cual continúa el crecimiento y la 

célula se prepara para la mitosis. Las células en G1 pueden, antes de comprometerse con la 

replicación del ADN, entrar en un estado de reposo llamado G0. Las células en G0 se denominan 

“quiescentes” y representan la mayor parte de las células que no crecen ni proliferan. 

En la mayoría de las células eucarióticas, el sistema de control del ciclo celular regula la 

progresión del mismo en tres transiciones principales (Figura I.12). La primera transición es el 

Inicio en las postrimetrías de G1, cuando la célula queda determinada a entrar en el ciclo celular 

y a duplicar los cromosomas. La segunda es la transición G2/M, en la que el sistema de control 

desencadena los acontecimientos mitóticos iniciales que conducen a la alineación de los 

cromosomas en el huso mitótico durante la metafase. La tercera es la transición de la metafase 

a la anafase, cuando el sistema de control induce la separación de las cromátidas hermanas, lo 

que conduce a la finalización de la mitosis y la citocinesis. El sistema de control bloquea la 

progresión a través de cada una de estas transiciones si detecta problemas dentro o fuera de la 

célula (Alberts 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.12. Puntos de control del ciclo celular. Tomado de (Alberts 2016). 

 

Los componentes clave del sistema de control del ciclo celular son las proteínas quinasa 

dependientes de ciclina (Cdk), las cuales dependen de las subunidades ciclina para su actividad 

(Figura I.13).  
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Figura I.13. Sistemas de control del ciclo celular. Tomado de (Alberts 2016). 

 

Los niveles de proteína CDK permanecen generalmente estables, en contraste con las ciclinas, 

cuyos niveles aumentan y disminuyen durante el ciclo celular. Las oscilaciones de la actividad de 

los distintos complejos Cdk-ciclina (detallados en la Tabla I.1) regulan diferentes 

acontecimientos del ciclo celular. Los mecanismos que regulan las actividades de los complejos 

Cdk-ciclina incluyen principalmente la fosforilación y defosforilación de la subunidad Cdk, la 

unión de las proteínas inhibidoras de Cdk (CKI) (p16, p21 y p27) y la proteólisis de las ciclinas. El 

sistema de control del ciclo celular también depende de forma significativa de dos complejos 

enzimáticos adicionales, el complejo promotor de la anafase (APC/C) y SCF (ubiquitín ligasas), 

las cuales catalizan la ubiquitinización y consiguiente degradación de proteínas reguladoras 

específicas que controlan procesos críticos del ciclo (ciclinas y CKI) (Alberts 2016). 

Complejo Cdk-ciclina Ciclina Cdk asociada 

Cdk-G Ciclina D Cdk4, Cdk6 

Cdk-G1/S Ciclina E Cdk2 

Cdk-S Ciclina A Cdk2, Cdk1 

Cdk-M Ciclina B Cdk1 

Tabla I.1. Complejos Cdk-ciclina. Modificado de (Alberts 2016). 

 

Apoptosis 

El término apoptosis fue utilizado por primera vez en un trabajo de Kerr, Wyllie y Currie en 1972 

(Kerr, Wyllie, and Currie 1972), para describir una forma bioquímica y morfológicamente 
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distinta de muerte celular, caracterizada por contracción celular, condensación y fragmentación 

nuclear, formación de múltiples protrusiones en la membrana y pérdida de adhesión a células 

vecinas o a la matriz extracelular (Nishida, Yamaguchi, and Otsu 2008). Los cambios bioquímicos 

incluyen la escisión del ADN cromosómico en fragmentos internucleosómicos, la externalización 

de FS y la escisión por proteólisis específica de sustratos intracelulares (Martin and Green 1995; 

Cohen et al. 1994). La apoptosis es un proceso inducido por complejas cascadas de señalización 

(vías extrínsecas e intrínsecas) que activan una misma caspasa efectora, que desencadena un 

proceso de muerte celular programada (Ouyang et al. 2012; Elmore 2007). Por ser un 

mecanismo de muerte regulada, a diferencia de la muerte por necrosis, no produce inflamación 

lo que resulta muy ventajoso como blanco terapéutico en procesos tumorales. 

 

I.5. Aceites de frutos cítricos y plantas aromáticas 

I.5.1. Aceites esenciales  

Los aceites esenciales (AE), también conocidos como esencias o aceites volátiles o etéricos, son 

productos naturales formados por varios compuestos volátiles (Sangwan et al. 2001; Hüsnü, 

Başer, and Demirci 2007). Según la Organización Internacional de Normalización de Aceites 

Esenciales (ISO 9235: 2013) y la Farmacopea Europea (Consejo de Europa 2004), un aceite 

esencial se define como el producto obtenido de materia prima vegetal mediante 

hidrodestilación, destilación al vapor o seca, o mediante un adecuado proceso mecánico. Se 

pueden encontrar en diversos órganos de plantas (flores, frutas, semillas, hojas, tallos y raíces) y 

son producidos y almacenados en estructuras secretoras que difieren en morfología, estructura, 

función y distribución (Svoboda, Svoboda, and Syred 2000). 

Los AE se caracterizan generalmente por ser líquidos oleosos aromáticos a temperatura 

ambiente, presentan una densidad menor al agua y son solubles en solventes orgánicos. Los 

constituyentes de los AE pueden agruparse fundamentalmente en dos clases de compuestos: 

los terpenos o isoprenoides (componentes mayoritarios) y los fenilpropenos o taninos 

(presentes en escasa concentración). La biosíntesis de los terpenos involucra a las rutas de 

mevalonato y del no mevalonato (metileritrol fosfato), mientras que los fenilpropenos se 

forman a través de la vía del ácido shikimico (Lichtenthaler 1999; Dewick 2002; Hüsnü, Başer, 

and Demirci 2007; Baser and Buchbauer 2015). Estos metabolitos están implicados en las 
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diversas interacciones entre las plantas, plantas con animales y/o plantas con microorganismos 

(Burt 2004). Las plantas utilizan los componentes de los AE en la defensa de plagas, de 

enfermedades, de la invasión de otras plantas, así como en la atracción de insectos y aves 

(polinizantes). Funcionan también como hormonas, moléculas de señalización, de expresión de 

genes, en vías de transducción de señales, transporte de electrones o dentro de la maquinaria 

fotosintética (Holstein and Hohl 2004). 

La composición química de los AE depende de numerosos factores, entre los que pueden 

destacarse: condiciones climáticas, estacionales, geográficas, de crecimiento, lugar de origen, 

momento de la recolección y técnica de obtención (Bandoni 2003; Panizzi et al. 1993). Las 

variaciones en estos factores pueden dar como resultado diferencias cuantitativas y cualitativas 

en la composición de estos AE. 

 

I.5.2. Carotenoides 

Los carotenoides son pigmentos orgánicos liposolubles del grupo de los isoprenoides. Son 

sintetizados naturalmente por plantas, algas, algunos hongos y bacterias, y están presentes en 

muchos alimentos, tales como frutas, verduras y pescado (El-Agamey et al. 2004; Tapiero, 

Townsend, and Tew 2004). 

De acuerdo con su estructura química los carotenoides pueden clasificarse 

en carotenos y xantófilas. Los carotenos son carotenoides no oxigenados y las xantófilas son 

carotenoides oxigenados.  

En general, los carotenoides pertenecen al grupo de los tetraterpenos, compuestos que poseen 

una estructura de 40 átomos de carbono. Su color, que varía desde amarillo pálido, pasando por 

anaranjado, hasta rojo oscuro, se encuentra directamente relacionado con su estructura: se 

caracterizan por tener un extenso sistema de dobles enlaces conjugados, denominado cadena 

poliénica. Esta parte de la molécula conocida como cromóforo es responsable de la capacidad 

de los carotenoides de absorber luz en la región visible y, en consecuencia, de su gran capacidad 

de coloración. Los enlaces dobles carbono-carbono interactúan entre sí en un proceso llamado 

conjugación. Mientras el número de enlaces dobles conjugados aumenta, la longitud de onda de 

la luz absorbida también lo hace, dando al compuesto una apariencia más rojiza (Rodriguez-

Amaya 1999). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Caroteno
https://es.wikipedia.org/wiki/Xant%C3%B3fila
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I.5.3. Relevancia terapéutica de aceites esenciales y carotenoides 

Se han publicado numerosos trabajos donde se evidencia la actividad biológica de los AE dentro 

de las que se describen actividad antimicótica (Cano et al. 2008), antibacteriana (Martínez et al. 

2003) y antiviral (Edris 2007), efecto repelente de insectos (Ricci et al. 2002), antisépticos 

(Bakkali et al. 2008), antioxidante (Mahmoud 2013) y antihiperlipidémicos (G. Chen et al. 2014). 

Una de las actividades más estudiadas de los AE es la antitumoral, tanto a nivel de prevención 

como de tratamiento (D. P. De Sousa 2015), atribuida a las capacidades antimutagénicas, 

antiproliferativas, de inducción de la detoxificación y del sistema inmune y de modulación de la 

resistencia multidroga, reportadas para muchos de estos aceites. 

Los isoprenoides naturales pueden ser utilizados como drogas hipocolesterolemiantes ya que 

algunos de ellos son capaces de inhibir la HMGCR. Estos compuestos actuarían por un 

mecanismo distinto al de las estatinas, inhibiendo a la enzima a nivel traduccional y 

postraduccional y no de manera competitiva (Peffley and Gayen 2003; Monica P Polo and De 

Bravo 2006; Crespo et al. 2012). Particularmente, ciertos AE contienen diversos isoprenoides 

naturales que son capaces de modular la VM ejerciendo un efecto antitumoral (Hardcastle et al. 

1999; Afshordel et al. 2015). 

Al analizar la actividad biológica de estos aceites, debe tenerse en cuenta que se trata de una 

mezcla compleja de numerosas moléculas bioactivas que pueden presentar actividad sinérgica 

entre ellas (D. P. De Sousa 2015; Bakkali et al. 2008), de modo que sus efectos biológicos no 

siempre resultan de la simple sumatoria de los efectos individuales de cada constituyente 

(Buchbaure 2000). 

Los AE poseen las características ideales que se buscan en los agentes quimiopreventivos y 

quimioterapéuticos: eficaz actividad antitumoral, disponibilidad comercial, bajo costo, buena 

biodisponibilidad oral y baja toxicidad.  Por estas razones, el estudio de AE como agentes con 

propiedades anticolesterogénicas y antiproliferativas se ha convertido en un área de gran 

interés y creciente estudio. 

En cuanto a los carotenoides, se ha reportado ampliamente su capacidad como agentes 

antioxidantes. Particularmente estos pigmentos son bien conocidos por ser scavengers del 

oxígeno singlete, así como de otras especies reactivas de oxígeno (Fiedor and Burda 2014). Dada 

esta propiedad, estos compuestos pueden ejercer efectos promotores de la salud, tales como 
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mejoramiento o potenciamiento del sistema inmunológico y reducción del riesgo de desarrollar 

enfermedades degenerativas como cáncer, enfermedades cardiovasculares, cataratas y 

degeneración macular asociada a la edad (Krinsky and Johnson 2005; Tapiero, Townsend, and 

Tew 2004; Voutilainen et al. 2006). 

 

I.5.4. Aceite de la cáscara de Citrus reticulata 

La especie Citrus reticulata Blanco es un árbol que pertenece a la familia Rutaceae. La palabra 

Citrus, proviene del griego, y significa limón, y la palabra reticulata, del latín reticulatus-a-um, 

provisto de una retícula, es decir, de la corteza del fruto. Este árbol se conoce popularmente por 

el nombre de mandarino y sus frutos como mandarina. Se cultiva en países con veranos 

templados e inviernos suaves, particularmente en países mediterráneos, como China, Japón, 

Brasil, Argentina, Estados Unidos y Australia (Mazza and Brouillard 1987). 

La producción de mandarina en la Argentina se desarrolla principalmente en regiones bien 

definidas: región NEA (comprende la Región Mesopotámica que abarca las provincias de Entre 

Ríos, Corrientes y Misiones), región NOA (integrada por las provincias de Jujuy, Salta, Tucumán y 

Catamarca) y nordeste de la Provincia de Buenos Aires (Partidos de San Pedro, Baradero, San 

Nicolás, Zárate y Ramallo) (Federcitrus 2018). 

Dentro de todas las variedades que incluye Citrus reticulata, en este trabajo de tesis se 

empleará la variedad Dancy. Ésta es una fruta mediana, que puede permanecer en la planta 

hasta por dos meses sin perder su calidad organoléptica. Su pulpa es muy jugosa de color 

anarajanda y contiene mediana cantidad de semillas. Las plantas son capaces de tolerar el frío, 

no así la fruta (Federcitrus 2018). 

Los principales componentes del aceite analizados en este trabajo fueron extraídos de la cáscara 

de la mandarina, más precisamente del flavedo de la misma, donde se encuentran glándulas 

que contienen AE, pigmentos, AG y otros componentes. En la Figura I.14 se señalan las distintas 

partes de la mandarina. 
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Figura I.14. Fotografía del fruto de Citrus reticulata (mandarina) donde se indican las regiones principales 

del mismo.  

 

Los aceites provenientes de la mandarina pueden obtenerse por diferentes métodos, tales 

como hidrodestilación, prensado en frío o extracción con solventes orgánicos. Los factores que 

pueden influir en la composición de estos aceites son: variaciones fisiológicas (estado de 

desarrollo del órgano, ciclo de actividad del polinizador, tipo de material vegetal, tipo de 

estructura secretoria, variación estacional, lesiones mecánicas o químicas), condiciones 

ambientales (clima, polución, enfermedades y plagas, factores edáficos o del suelo), variaciones 

geográficas, tiempo de cosecha, factores genéticos y evolutivos, método de extracción, forma 

de almacenamiento, etc (Figueiredo et al. 2008). 

Estudios de composición de aceites de cáscara de varios cultivares de Citrus reticulata Blanco 

han demostrado la presencia de limoneno como principal componente, γ-terpineno, α-pineno, 

linalool, mirceno y sabineno (Lota et al. 2000; Yu et al. 2009; Njoroge et al. 2006). También se ha 

reportado y cuantificado el contenido de pectinas, flavonoides y compuestos fenólicos (Y.-C. 

Wang, Chuang, and Hsu 2008; Y. Zhang et al. 2014). 

Varias propiedades del aceite de Citrus reticulata han sido descubiertas debido a los efectos que 

producen sus componentes. Algunas de estas propiedades son: antifúngicos (Chutia et al. 2009), 

antibacterianos (Jayaprakasha et al. 2000), antioxidantes (Tumbas et al. 2010) y 

anticancerígenos (Meiyanto, Hermawan, and Anindyajati 2012), etc. 

Si bien puede considerarse que muchos AE poseen características ideales para actuar como 

agentes hipocolesterogénicos y antitumorales, resulta interesante la evaluación de dichas 
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propiedades en el aceite de cáscara de Citrus reticulata variedad Dancy, ya que se trata de un 

producto de origen natural y regional, no utilizado en la industria gastronómica, lo cual le 

aportaría ciertas características ventajosas, como una reducida toxicidad y bajos costos. 
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II.1. Hipótesis  

En nuestro laboratorio hemos demostrado en líneas celulares tumorales, que monoterpenos 

como geraniol, cineole, limoneno y linalool poseen propiedades hipocolesterogénicas y 

antiproliferativas y que éstas a su vez son potenciadas de manera sinérgica al combinar los 

compuestos individuales (Kladniew et al. 2014; Manassero et al. 2013; M P Polo, Crespo, and De 

Bravo 2011). Por otro lado, existen numerosos reportes bibliográficos acerca del efecto 

antioxidante que poseen distintos aceites esenciales y/o sus componentes individuales. A partir 

de estos resultados se plantea que el aceite de la cáscara de mandarina (ACM) de Citrus 

reticulata Blanco variedad Dancy, que posee una mezcla de varios isoprenoides, presenta un 

gran potencial en el tratamiento de hipercolesterolemias, prevención de ateroesclerosis y 

enfermedades tumorales. 

 

II.2. Objetivos Generales 

 Aportar conocimientos científicos que demuestren la capacidad que poseen 

componentes de frutos regionales que no son utilizados en la industria gastronómica 

(aceites que se extraen del epicarpio o “cáscara” de la mandarina) de modular vías 

metabólicas lipídicas asociadas al desarrollo de patologías que producen un importante 

impacto económico y social, tanto a nivel regional como mundial. 

 Evaluar y dilucidar los mecanismos bioquímicos y moleculares que desencadenan el 

ACM, a fin de aportar conocimiento sobre su potencial utilidad terapéutica en reemplazo 

o complemento de terapias existentes en el tratamiento de hipercolesterolemias, 

prevención de enfermedades cardiovasculares y como quimiopreventivos y/o 

quimioterapéuticos.  

 

II.3. Objetivos Específicos 

 Determinar la composición lipídica del ACM empleando distintas técnicas 

cromatográficas y espectrofotométricas. 

 Evaluar el potencial antiaterogénico del ACM mediante: 

a) estudios de los efectos y mecanismos de acción del aceite sobre la síntesis 

de lípidos, en particular sobre la vía del mevalonato (vía de síntesis de 
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colesterol) empleando precursores radiactivos en un modelo de célula 

hepática humana (HepG2).  

b) estudios de los efectos del aceite sobre el depósito de lípidos de reserva 

citoplasmática en células espumosas obtenidas por diferenciación de 

macrófagos (RAW 264.7) incubados con LDL oxidadas; así como el efecto en 

los niveles de expresión de enzimas responsables de la síntesis y degradación 

de los mismos. 

c) análisis in vitro del efecto antioxidante del aceite sobre una de las principales 

lipoproteínas plasmáticas (LDL) involucradas en el proceso de formación de 

placas ateroscleróticas. 

 Evaluar el potencial antitumoral del ACM mediante: 

a) estudios de los efectos y mecanismos de acción del aceite sobre la viabilidad, 

proliferación y muerte celular en un modelo de célula tumoral humana (A549) 

realizando ensayos bioquímicos-moleculares en células en cultivo (ensayos in 

vitro) e implantadas en ratones atímicos (ensayos in vivo).  

b) análisis del efecto del aceite sobre el estado redox celular evaluando  los 

niveles de peroxidación lipídica y la actividad de enzimas del sistema 

antioxidante en células A549. 
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III.1. Reactivos 

Los reactivos inorgánicos y solventes de grado analítico se obtuvieron de Merck, Analyticals 

Carlo Erba y Sigma-Aldrich. 

El 14C-Acetato de sodio (55.3 Ci/mol) se adquirió de Perkin Elmer Life Sciences, Inc. 

El limoneno (Li) (98%), los estándares lipídicos y la albúmina sérica bovina (ASB) fueron 

suministrados por Sigma-Aldrich. 

El medio esencial mínimo de Eagle (MEM), el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 

y la tripsina fueron provistos por Gibco (Invitrogen Corporation) mientras que el suero fetal 

bovino (SFB) se adquirió a Natocor (Córdoba, Argentina). La estreptomicina y la penicilina G 

sódica fueron suministradas por Richet. 

 

III.2. Obtención del aceite de cáscara de mandarina (ACM) 

Las mandarinas fueron recolectadas y seleccionadas en la ciudad de Mocoretá, Departamento 

de Monte Caseros, provincia de Corrientes, Argentina. La especie utilizada fue Citrus reticulata 

Blanco variedad Dancy. 

La extracción del ACM (Figura III.1) se realizó por el método de prensado en frío, el más utilizado 

a nivel de planta piloto, debido a que minimiza el deterioro de la muestra, previniendo la 

oxidación de los compuestos. 

Se seleccionaron de forma aleatoria y sistemática frutos en completo estado de madurez 

fisiológica. Las mandarinas seleccionadas fueron lavadas y secadas. Posteriormente, sus 

cortezas fueron retiradas.  

Las cortezas se dispusieron entre dos placas de acero inoxidable frías y fueron sometidas a 

presión con prensa hidráulica. El extracto crudo fue colectado con pipeta automática de los 

bordes de las placas y se almacenó en Eppendorfs cubiertos con aluminio y mantenidos en hielo 

momentáneamente hasta el momento de la centrifugación. Se centrifugó la emulsión aceite-

agua liberada a 9000 xg durante 15 minutos a 4°C. 

Se trasvasó sólo la fase superior oleosa a un Eppendorf nuevo cubierto con aluminio, el cual se 

gaseó con N2 y se almacenó a 4°C. 

Luego de dos semanas se eliminaron los cristales de compuestos de bajo punto de fusión por 

centrifugación a 11600 xg durante 15 minutos. 
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El aceite libre de impurezas se fraccionó en viales de vidrio y éstos se almacenaron a -20°C, en 

atmósfera de N2 y en oscuridad, hasta su posterior análisis y uso. 

 

Figura III.1. Etapas del protocolo de extracción del aceite de cáscara de mandarina (ACM). Las cáscaras 

de mandarina fueron presionadas con prensa hidráulica. El extracto obtenido fue centrifugado y se 

extrajo la fase oleosa, la cual fue también  centrifugada. El ACM obtenido se almacenó en atmósfera de 

N2, en frío y al abrigo de la luz. 

 

III.3. Caracterización del ACM 

III.3.1. Análisis de componentes lipídicos no volátiles del ACM 

Análisis de componentes lipídicos mediante cromatografía en capa fina (TLC) 

Los componentes lipídicos del ACM fueron separados mediante TLC. Para ello, las placas de 

sílica gel preparadas en el laboratorio (TLC-Kieselgel 60G, Merck) se secaron en estufa a 180°C 

durante 45 minutos y luego se sembraron las muestras y estándares “en punto”. Se utilizaron 

dos mezclas de solventes de corrida: hexano: éter etílico: ácido acético (80:20:1), para separar 

lípidos neutros, y hexano: acetona (80:20), para separar carotenoides. Las corridas de las 

muestras se compararon con las de estándares comerciales (Vitamina A, Li y TAG). 
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Análisis de carotenoides mediante espectrofotometría 

Una curva de calibración del carotenoide astaxantina fue preparada a partir de una solución de 

astaxantina 1 μg/μL. Se prepararon las siguientes concentraciones: 0- 0.01- 0.025- 0.05- 0.1 

μg/μL de astaxantina en etanol absoluto. La muestra de ACM se diluyó 1/10 en el mismo 

solvente. La elección del etanol como solvente se debió a que en él, la muestra produce un 

máximo de absorbancia a λ= 478 nm. 

A partir del valor de absorbancia de la muestra de ACM y la curva de calibración de astaxantina 

obtenida, se determinó la concentración de carotenoides presentes en el ACM. 

 

Análisis de ácidos grasos 

Una muestra del ACM fue procesada a fin de obtener los ésteres metílicos de ácidos grasos 

(EMAG). La composición en AG se obtuvo utilizando un cromatógrafo gaseoso (GC) y la 

identificación de los mismos se realizó a partir del análisis con el GC-MS (GC acoplado a un 

espectrómetro de masas). 

Una muestra de ACM (3 µL) fue saponificada utilizando una solución de KOH al 10% en metanol 

para eliminar el colesterol y otros lípidos insaponificables cuya presencia interfiere con el 

método de análisis de los AG. Este procesamiento se realizó en una placa de calentamiento 

eléctrico a 80˚C durante 1 hora, en tubos de vidrio con tapa esmerilada gaseados con N2. Al 

cabo de ese tiempo se retiraron de la placa de calentamiento, se dejaron enfriar y se extrajeron 

los lípidos insaponificables tres veces con hexano, desechando la fase superior. Los jabones 

potásicos de los AG contenidos en la muestra que quedaron en la fase inferior fueron 

posteriormente acidificados utilizando HCl concentrado. Los AG libres obtenidos fueron 

extraídos utilizando hexano. Luego de evaporar estos extractos a sequedad, los mismos se 

trataron con una solución de BF3 al 10% en metanol, en atmósfera de N2 y utilizando una placa 

de calentamiento eléctrico a 80˚C durante 30 minutos. Este procedimiento transforma los AG en 

sus derivados más volátiles, los EMAG, condición necesaria para su posterior análisis por 

cromatografía gaseosa. Los EMAG finalmente fueron extraídos utilizando hexano y conservando 

la fase superior. Éstos fueron mantenidos en atmósfera de N2 para prevenir la oxidación lipídica, 

hasta su posterior análisis. 
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Cromatografía gaseosa 

El análisis por cromatografía gaseosa capilar (CGC) de los EMAG fue realizado en un 

cromatógrafo HP 6890 equipado con un detector de ionización de llama (FID). Las muestras 

fueron analizadas en una columna capilar Supelco Omegawax 250 (Alltech Associates, Arlington 

Heights, Il, USA) de 30 m de longitud, 0.25 mm de diámetro interno y 0.25 µm de espesor del 

film. La temperatura inicial de la corrida fue de 175°C, que fue sostenida durante 3 minutos, 

seguida de una rampa de 3°C/min hasta alcanzar los 230°C, la cual fue sostenida durante 19 

minutos. La temperatura de inyector fue de 260°C. La inyección fue realizada en modo Split. Se 

utilizó Helio como gas portador (1.5 mL/min de flujo constante). La temperatura del detector 

fue de 270°C. El perfil de AG de cada una de las muestras se obtuvo por comparación de los 

tiempos de retención relativos de cada uno de ellos respecto de estándares comerciales 

analizados previamente en la misma columna y en las mismas condiciones de corrida (Supelco 

37 Component FAME mix (C4-C24)). 

 

Cromatografía gaseosa-espectrometría de masas 

El análisis por cromatografía gaseosa capilar-espectrometría de masas (CGC-MS) fue realizado 

en un cromatógrafo HP 6890 acoplado a un detector selectivo de masas 5975C VL Agilent. La 

columna utilizada para separar la mezcla fue la Supelco Omegawax 250 y la identificación de los 

EMAG fue realizada por comparación de los espectros obtenidos con la información de las 

bibliotecas de MS (NIST/EPA/NIH, NIST05). Las condiciones del detector del MS fueron: energía 

de ionización 70 eV; modo scan en el rango de masas 35-600 uma; línea de transferencia a 

260°C; la cámara de ionización a 230°C y el cuadrupolo a 150°C. 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

III.3.2. Análisis de componentes lipídicos volátiles del ACM 

Cromatografía gaseosa 

El análisis cuantitativo de los compuestos orgánicos volátiles (COV) del ACM (previamente 

disuelto 1/100 en acetato de etilo) fue llevado a cabo utilizando un cromatógrafo de gases 

capilar Hewlett Packard 6890 empleando una columna capilar no polar HP-5MS (30 m longitud, 

0.25 mm diámetro interno, 0.25 μm espesor del film) (J&W, Folsom, CA, USA) asociada a un FID 

seteado a 320°C. El inyector operó en modo splitless a 280°C usando Helio como gas portador. 
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La temperatura inicial de la corrida fue de 50°C, que fue sostenida durante 1 minuto, seguida de 

una rampa de 10°C/min hasta alcanzar los 300°C, la cual fue sostenida durante 10 minutos. El 

perfil de volátiles de la muestra se obtuvo por comparación de los tiempos de retención 

relativos de cada uno de ellos respecto de estándares comerciales analizados previamente en la 

misma columna y en las mismas condiciones de corrida. 

 

Cromatografía gaseosa-espectrometría de masas 

Los COV fueron obtenidos bajo condiciones de CGC similares con un cromatógrafo gaseoso 

capilar HP 6890 acoplado a un detector selectivo de masa (Agilent 5975C VL) operado a 70 eV 

para una mejor identificación. Las muestras se obtuvieron por microextracción en fase sólida en 

modo espacio de cabeza (HS-SPME). Se acondicionó una fibra de 65 µm de polidimetilsiloxano/ 

divinilbenceno (PDMS/DVB, suministrada por Supelco, Bellefonte, PA, USA) y se expuso durante 

10 minutos a 1 μL de ACM colocado en un vial de vidrio de 2 mL tapado con un septum de goma 

y sellado con una cubierta de teflón a 40°C. Los COV fueron identificados mediante la 

interpretación de su espectro de fragmentación de masas. El espectro fue también comparado 

con la información de una base de datos de masa comercial (NIST/EPA/NIH, NIST 05) y de la 

literatura (Adams and Sparkman 2007; Linstrom and Mallard 2001; Ausloos et al. 1999). Las 

longitudes de cadena de los COV fueron confirmadas mediante el cálculo del índice de Kovats 

(Kovats 1965). 

 

III.4. Ensayos in vitro 

III.4.1. Líneas celulares utilizadas, condiciones de cultivo celular y tratamiento 

III.4.1.1. Línea Celular A549 

La línea celular A549 (Figura III.2) fue gentilmente donada por la Dra. Amada Segal-Eiras (Centro 

de Investigaciones Inmunológicas Básicas y Aplicadas, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP, 

Argentina). Estas células son de tipo adherentes y provienen de un adenocarcinoma bronco-

alveolar de pulmón humano. Esta línea fue obtenida por D.J. Giard y colaboradores en 1972 a 

partir de la remoción y cultivo de tejido pulmonar canceroso de un hombre caucásico de 58 

años (Giard et al. 1973). Naturalmente son escamosas, presentan morfología epitelial y son 

responsables de la difusión de ciertas sustancias como agua y electrolitos a través de los 
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alvéolos. Son capaces de sintetizar lecitina y poseen un alto porcentaje de AG insaturados, 

importantes en el mantenimiento de la membrana celular. Es una línea celular hipotriploide con 

un número modal de 66 cromosomas, de manipulación práctica y rápido crecimiento, 

ampliamente utilizada como modelo de célula tumoral pulmonar no pequeña (Chou et al. 2003; 

Hsu, Kuo, and Lin 2004; W. Zhang and Bai 2014). Están relacionadas con el metabolismo 

oxidativo de drogas en el pulmón y además, por presentar una detallada caracterización de sus 

propiedades endocíticas, esta línea celular resulta un modelo muy utilizado para el estudio del 

metabolismo y direccionamiento de drogas (Foster et al. 1998).  

 

Figura III.2. Células A549 observadas al microscopio óptico en condiciones de cultivo estándar. (A) 

Células A549 en baja densidad. (B) Células A549 en alta densidad. Aumento 400 ×. Fotografías tomadas 

de ATCC (ATCC 2018). 

 

III.4.1.2. Línea Celular HepG2 

Esta línea celular de crecimiento adherente (Figura III.3) fue obtenida de la American Type 

Culture Collection (ATCC). Las células HepG2 derivan del tejido hepático de un varón caucásico 

de 15 años que presentaba un carcinoma hepatocelular bien diferenciado. Estas células 

presentan morfología epitelial y contienen un número modal de 55 cromosomas. Conservan 

gran parte de las características bioquímicas de las células del parénquima hepático (Knowles, 

Howe, and Aden 1980; Schwartz et al. 1981). Secretan amplia variedad de proteínas plasmáticas 

como albumina, transferrina y proteínas de fase aguda como fibrinógeno y alfa-1-antitripsina, y 

son capaces de expresar HMG-CoA reductasa y lipasas hepáticas. Dado que presentan un alto 

grado de diferenciación morfológica y funcional, constituyen un buen modelo para el estudio 

A B 
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del tráfico intracelular y de lípidos. Se caracterizan por mantener la mayoría de las actividades 

de metabolización de xenobióticos y se han reportado como un sistema útil y confiable para 

predecir tanto el metabolismo, como el efecto citoprotectivo o la citotoxicidad de diferentes 

químicos y fármacos en el hígado humano (Javitt 1990; Rueff et al. 1996), así como también son 

ampliamente utilizadas como modelo de hepatocarcinoma (Notas et al. 2006; N. Li et al. 2009; 

Nguyen, Willmore, and Tayabali 2013). 

 

Figura III.3. Células HepG2 observadas al microscopio óptico en condiciones de cultivo estándar. (A) 

Células HepG2 en baja densidad. (B) Células HepG2 en alta densidad. Aumento 400 ×. Fotografías 

tomadas de ATCC (ATCC 2018). 

 

III.4.1.3. Línea Celular RAW 264.7 

Esta es una línea monocítica (Figura III.4) que fue obtenida en 1978 a partir de un tumor ascítico 

inducido por la inyección intraperitoneal del virus de la leucemia de Abelson en un ratón macho 

adulto BALB/c (Mus musculus). Estas células son de crecimiento adherente y huéspedes 

adecuados para el proceso de transfección. Pueden incorporar el colorante Rojo Neutro por 

pinocitosis y fagocitar el zymosan (glucano derivado de la pared celular de levaduras utilizado 

experimentalmente para producir inflamación) (ATCC 2018).  

B A 
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Figura III.4. Células RAW 264.7 observadas al microscopio óptico en condiciones de cultivo estándar. (A) 

Células RAW 264.7 en baja densidad. (B) Células RAW 264.7 en alta densidad. Aumento 400 ×. 

Fotografías tomadas de ATCC (ATCC 2018). 

 

Condiciones de cultivo celular 

A549 y HepG2: Estas líneas celulares fueron mantenidas en botellas plásticas de cultivo de 25 y 

75 cm2 de superficie con medio de cultivo MEM (A549) o DMEM (HepG2) esterilizado por 

filtración y suplementado con 10% (v/v) de SFB, estreptomicina (100 mg/L) y penicilina (67 

mg/L). Las condiciones de incubación de los cultivos celulares en estufa gaseada fueron: 5% CO2 

y 37°C. Las células se subcultivaron una vez que llegaron a un estado de confluencia. Para ello, 

se procedió de la siguiente manera: se descartó el medio de cultivo y se lavó la botella dos veces 

con buffer fosfato salino (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HSO4, 1.8 mM KH2PO4). 

Las células se removieron de la superficie incubándolas con tripsina (0.25%, 1 mM EDTA) 

durante 5-10 minutos en estufa gaseada a 37 °C. Luego se adicionó un volumen de medio de 

cultivo con SFB por lo menos dos veces mayor al volumen de tripsina añadida con el objetivo de 

detener su actividad. La suspensión celular resultante fue el material de partida para realizar la 

siembra en placas multipocillos, de Petri o botellas plásticas, según la necesidad (experimento o 

mantenimiento). 

RAW 264.7: El medio de cultivo empleado para su mantenimiento fue DMEM suplementado con 

estreptomicina (100 mg/L), penicilina (67 mg/L), HEPES (4 g/L) y SFB al 10% (v/v). A diferencia de 

las líneas celulares detalladas anteriormente, estas células fueron subcultivadas con cell 

scrapers (Greiner). Como primer paso, las células se lavaron con PBS templado a 37°C y se 
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adicionaron 2 mL de medio completo fresco. Luego, las placas de 100 mm se rasparon con el 

scraper suavemente para levantar la monocapa y la suspensión celular se dispersó mediante 

pipeteo. Finalmente, a partir de dicha suspensión  se realizó la siembra en placas multipocillos o 

de Petri dependiendo el objetivo que se tuviera (experimento o mantenimiento) 

Los macrófagos murinos de la línea celular RAW 264.7 fueron transformados en células 

espumosas mediante la incubación con LDLox (50 μg/mL) en medio de cultivo sin SFB, durante 

8/24 horas. 

 

Tratamiento de las células 

Tanto el ACM como el Li fueron disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO) (Analyticals Carlo Erba) 

previo a su adición al medio de cultivo, asegurándose que la concentración final de este 

vehículo en los controles y en los tratamientos no supere el 0.2% (v/v), a fin de que no resulte 

tóxico para los cultivos celulares. 

En función de los distintos ensayos a realizarse, las células fueron cultivadas en placas de 24 

pocillos (ensayos de MTT, Rojo Neutro y Oil Red O), 6 pocillos (ciclo celular, TUNEL, 

incorporación de 14C-Acetato y qPCR), placas de Petri de 100 mm (TBARS y determinaciones 

enzimáticas) y placas de Petri de 60 mm de diámetro (Western blot). 

Debido a que estas líneas celulares presentan diferentes tasas de proliferación, fue necesario 

ajustar, en ensayos previos del laboratorio, la densidad de la siembra inicial de células para 

lograr un crecimiento exponencial al momento de comenzar los tratamientos, asegurando al 

mismo tiempo que no alcanzaran un 100% de confluencia al finalizar los mismos. 

En los ensayos realizados durante este trabajo, los cultivos celulares en fase exponencial de 

crecimiento se incubaron con medio de cultivo suplementado con ACM o Li a las 

concentraciones pertinentes durante el tiempo estipulado para cada experimento. En cada 

sección de los resultados se especificará en detalle cada experimento. 

 

Concentraciones utilizadas 

Dado que se trabajó en todos los experimentos con concentraciones de ACM y Li expresadas en 

µL/L y dichos compuestos tienen densidades (δ) diferentes, a continuación se muestra en la 

Tabla III.1 de equivalencias los µg/mL que representan cada una de las concentraciones 
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empleadas. 

δ ACM=0.829 g/mL 

δ Li=0.842 g/mL  

µL/L ACM µg/mL ACM  µL/L Li µg/mL Li 

2.4 2.0  2.4 2.0 

4 3.3  4 3.4 

7.5 

8888 

6.2  7.5 6.3 

8 6.6  8 6.7 

15 12.4  15 12.6 

20 16.6  20 16.8 

25 20.7  30 25.3 

30 24.9  37.5 31.6 

37.5 31.1  40 33.7 

40 33.2  50 42.1 

45 37.3  60 50.5 

50 41.5  65 54.7 

60 49.7  75 63.2 

65 53.9  80 67.4 

75 62.2  100 84.2 

80 66.3  110 92.6 

90 74.6  120 101.0 

100 82.9  150 126.3 

130 107.8  160 134.7 

150 124.4  180 151.6 

160 132.6  200 168.4 

200 165.8  250 210.5 

250 207.3  300 252.6 

300 248.7  400 336.8 

400 331.6  500 421.0 

500 414.5  600 505.2 

600 497.4    

Tabla III.1. Concentraciones de aceite de cáscara de mandarina (ACM) y limoneno (Li) empleadas en 

experimentos in vitro expresadas en µL/L y µg/mL. 
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III.4.2. Recuento Celular 

Con el objetivo de sembrar una cantidad de células determinada para cada experimento, se 

procedió a realizar el conteo celular empleando Azul Trypan.  Éste es un colorante que se utiliza 

para diferenciar células vivas de células muertas: las primeras no se colorean debido a que su 

membrana plasmática es selectiva para ciertos compuestos, en cambio, las segundas pueden 

incorporar el colorante. De esta manera, se pueden observar al microscopio las células vivas 

blancas y refringentes y las células muertas teñidas de azul. 

Se tomó una alícuota de volumen conocido de la suspensión celular y se diluyó adecuadamente 

con una solución 0.4% (p/v) de Azul Trypan (Anedra). Esta mezcla se homogeneizó, se colocó en 

una cámara de Neubauer y mediante la observación al microscopio, se procedió a realizar el 

conteo de las células totales. 

Esta cámara es un portaobjetos que posee dos zonas que se encuentran más deprimidas, en 

cuyo fondo se ha grabado con un diamante una cuadrícula de dimensiones conocidas (superficie 

y profundidad), de modo que es posible calcular número de células por unidad de volumen. 

Se promedió el número de células viables contadas en los dos cuadrantes y la concentración 

celular se calculó a partir de la siguiente fórmula: 

C= N° x 10000 x dilución 

A partir de la concentración celular inicial calculada (Ci), la concentración requerida (Cf) y el 

volumen total necesario para la siembra (Vf) puede despejarse el volumen de suspensión celular 

a utilizar (Vi): 

Ci x Vi= Cf x Vf 

Vi= Cf x Vf / Ci 

A partir del Vi y añadiendo el volumen necesario de medio de cultivo, se obtiene la suspensión 

celular necesaria para la siembra. 

 

III.4.3. Ensayo de MTT 

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico para determinar viabilidad celular. Se basa en la 

reducción metabólica del Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)- 2,5-difeniltetrazol (MTT) por las 

células que se encuentran activas metabólicamente (Mosmann 1983). 

Las sales de tetrazolio (MTT) son especialmente útiles para ensayos de cuantificación de células 
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viables. La conversión de las sales de tetrazolio (de color amarillo y solubles) a cristales de 

formazán (de color púrpura azulado e insolubles) sólo se puede producir por la activación de las 

deshidrogenasas dependientes de NADP(H) o NADH de las mitocondrias de las células vivas. Por 

lo tanto, la cantidad de células viables es proporcional a la cantidad de formazán producido. 

Se sembraron 15000 células por pocillo (A549), 20000 células por pocillo (HepG2) o 40000 

células por pocillo (RAW 264.7) en placas de 24 pocillos. Las células se incubaron con una 

solución de MTT (Sigma-Aldrich) (0.5 mg/mL en PBS) luego del tratamiento durante 1.5-3 horas 

(según la línea celular). Las sales de formazán producidas se disolvieron en HCl 0.04 M en 

isopropanol y la absorbancia se determinó a 560 nm en un lector de placas Beckman Coulter 

DTX 880 Multimode Detector. 

 

III.4.4. Ensayo de Rojo Neutro 

Este es otro método para medir la toxicidad de un compuesto a corto o largo término, 

determinado por la disminución en la retención del colorante Rojo Neutro (RN) debido a la 

pérdida de viabilidad celular (Borenfreund and Puerner 1985). 

Este ensayo se basa en la detección de los daños que producen ciertos compuestos sobre la 

integridad de las membranas lisosomales en las células y sobre el control del flujo del colorante 

a través de las mismas. La acumulación del RN ocurre por el entrampamiento de la forma 

protonada del colorante dentro del ambiente ácido del lisosoma o por unión del RN a cargas 

ácidas fijas, tales como polisacáridos ácidos dentro de la matriz del lisosoma de células viables; 

dada la carga positiva, el colorante es incapaz de atravesar las membranas, por lo que 

permanece retenido. Por el contrario, las células no viables poseen una disminución en la 

capacidad para asimilar y retener al colorante en el interior de los lisosomas. 

Se sembraron 15000 células por pocillo (A549) o 20000 células por pocillo (HepG2) en placas de 

24 pocillos. Luego del tratamiento, las células se incubaron con medio de cultivo conteniendo 

RN (Anedra) (0.05 mg/mL) durante 2-3 horas (según la línea celular). Posteriormente, las células 

se lavaron con PBS y el colorante se liberó con una solución de extracción del colorante (50% 

etanol en solución acuosa de ácido acético al 2%). La absorbancia se determinó a 540 nm en un 

lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector. 
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III.4.5. Citometría de flujo 

La citometría de flujo es una técnica de análisis celular multiparamétrico cuyo fundamento se 

basa en hacer pasar una suspensión de partículas (generalmente células) alineadas y de una en 

una delante de un haz de láser focalizado. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce 

señales que corresponden a diferentes parámetros de la célula y que son recogidos por distintos 

detectores. Éstos convierten dichas señales en señales electrónicas que posteriormente serán 

digitalizadas para permitir la medida simultánea de varios parámetros en una misma célula. 

El análisis del ciclo celular se llevó a cabo empleando ioduro de propidio (IP), el cual penetra en 

células no viables y se intercala en su ADN doble cadena. La cantidad de IP puede ser 

cuantificada por citometría de flujo. De esta manera, se logró determinar el porcentaje de 

células de una población presentes en cada fase del ciclo celular (G0/G1, S, G2/M) en función de 

la cantidad de IP incorporada. 

Se sembraron 150000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Luego de los tratamientos, se 

descartó el medio de cultivo y las células se lavaron con PBS y se tripsinizaron. Posteriormente, 

se neutralizó la tripsina con medio de cultivo, y se homogeneizó vigorosamente. La suspensión 

celular se colectó en tubos estériles y se tomó una alícuota para realizar el recuento. Las células 

se centrifugaron a 500 xg durante 5 minutos. Se descartó el sobrenadante y se agregó PBS frío y 

estéril para resuspender el pellet por agitación o vortexeo suave. Se centrifugó nuevamente a 

500 xg durante 5 minutos. Se aspiró el sobrenadante y el pellet se resuspendió con un volumen 

de PBS frío para obtener una suspensión de 1x106 cel/mL. Mientras se agitaba suavemente la 

suspensión celular, se agregaron por cada 500 µL de la misma, 4.5 mL de etanol 70% frío (gota a 

gota). Se incubó overnight a 4°C. Se tomaron 10 mL (aprox 1000000 células) de suspensión para 

teñir con IP (Sigma-Aldrich) y el resto se guardó a -20 ° C. Se centrifugó a 500 xg durante 8 

minutos. Se descartó el sobrenadante, se agregó PBS y se incubó 15 minutos a 4 °C para que se 

rehidrate el pellet. Se centrifugó a 500 xg durante 5 minutos. Se descartó el sobrenadante y se 

agregó al pellet solución de RNAasa 500 U/mL. Se resuspendió y se incubó durante 15 minutos a 

37 ° C. Se adicionó una solución de IP (IP 25 µg/mL, Triton X-100 0.1% (v/v) en PBS) y se dejó 

estabilizar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 20-30 minutos y después a 4 ° C en 

oscuridad. Las muestras se analizaron en un citómetro de flujo FACS Aria II (BD Biosciences, 
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Estados Unidos) y los resultados fueron procesados con el software Flow Jo 7.6.2 (Tree Star, 

Oregon, Estados Unidos). 

 

III.4.6. Técnicas de cuantificación de proteínas 

Método de Bradford 

La unión del cromóforo Coomassie Brillant Blue G-250 a las proteínas promueve un corrimiento 

de su máximo de absorción de 465 nm a 595 nm generándose un complejo color azul, que 

puede ser determinado espectrofotométricamente (Bradford 1976). El complejo colorante-

proteína se establece muy rápidamente (1-2 minutos) y posee un coeficiente de extinción tal 

que le confiere gran sensibilidad al método, aunque su dispersión en solución es estable solo 

por una hora. 

Composición de soluciones utilizadas: 

- Reactivo de Bradford: Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 (0.01% (p/v) en etanol 4.70% (p/v) y 

ácido fosfórico (H3PO4) 8.50% (p/v) en agua bidestilada). 

Este método fue adaptado a micro-método en placas de 96 pocillos. Se colocó una alícuota de 5 

μL de muestra en cada pocillo y se agregaron 250 μL del reactivo de Bradford. Luego se midió la 

absorbancia a 595 nm en un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector. La 

cuantificación de proteínas se obtuvo a partir de una curva patrón realizada con soluciones 

estándar de ASB (0- 0.2- 0.4- 0.6- 0.8 y 1μg/μL) sometidas al mismo procedimiento que las 

muestras. 

 

Método de Lowry 

Se basa en el desarrollo de un cromóforo de color azul-violáceo cuando reacciona el complejo 

cobre-grupos aromáticos derivados de los aminoácidos con el reactivo de Folin en medio 

alcalino (Lowry et al. 1951). 

Composición de soluciones utilizadas: 

- Solución A: Se disuelven 20 g de Na2CO3 con 4 g de NaOH en H2O destilada, volumen final: 1 

litro. 

- Solución B1: Tartrato mixto de potasio y sodio (KNaC4H4O6.4H2O) al 2.7% (p/v) en agua 

bidestilada. 
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- Solución B2: CuSO4.5H2O al 1% (p/v) en agua bidestilada. 

- Solución C: Se mezclaron las soluciones A y B1, y finalmente se agregó solución B2, en una 

proporción (100:1:1). 

- Solución D: Reactivo de Folin-Ciocalteu al 50 % (v/v) en agua bidestilada. 

Se incubaron las alícuotas correspondientes al estándar de ASB en NaOH 0.1 N (1 µg/µL) y de 

muestra con solución C durante 15 minutos a temperatura ambiente, lográndose así la digestión 

proteica y la generación del complejo entre el Cu (II) y los enlaces peptídicos en medio alcalino. 

Luego se adicionó solución D a cada mezcla de reacción, se agitó vigorosamente y se dejó 

reposar a temperatura ambiente 30 minutos, produciéndose la reducción del reactivo de Folin-

Ciocalteu por acción del complejo cupro-proteínico y generando color. La absorbancia se midió 

a 750 nm contra blanco (mezcla de reacción que se preparó en conjunto con las muestras a 

determinar) en un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector. 

La concentración de proteínas en cada una de las muestras evaluadas se obtuvo empleando la 

curva estándar de ASB. 

 

III.4.7. Medición de peroxidación lipídica por el ensayo de TBARS 

Procesamiento de muestras de cultivos celulares 

Se sembraron 500000 células por placa de Petri de 100 mm de diámetro. Posteriormente a los 

tratamientos, las células se lavaron al menos dos veces con PBS y se levantaron mediante 

raspado con cell scraper. El contenido se colectó y se centrifugó a 1500-2000 xg durante 10 

minutos. Se descartó el sobrenadante, el pellet se resuspendió en un volumen conocido de PBS 

y se homogeneizó en un equipo Precytec (Industria Argentina) a potencia 3-4. Se chequeó por 

microscopio óptico que las células se hayan lisado. 

 

Ensayo de TBARS 

Uno de los índices que pueden ser utilizados para estimar el daño oxidativo a lípidos es la 

determinación de la peroxidación lipídica. En este proceso, los radicales libres capturan 

electrones de los lípidos en las membranas celulares. Los peróxidos lipídicos se descomponen y 

forman compuestos más complejos y reactivos como  el malondialdehído (MDA) y el 4-

hydroxynonenal. Estas sustancias se encuentran presentes naturalmente en las especies 
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biológicas e incrementan su concentración en respuesta al estrés oxidativo. Uno de los ensayos 

que permite la cuantificación de los productos finales de la peroxidación lipídica es la técnica de 

TBARS (sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico). El MDA predomina como producto final de 

la degradación de los lípidos y es el principal sustrato de esta reacción. El MDA reacciona con el 

ácido tiobarbitúrico (TBA) en medio ácido en caliente para formar un aducto que puede ser 

medido colorimétricamente por absorbancia a 540 nm (Ohkawa, Ohishi, and Yagi 1978). 

El homogenato obtenido se utilizó para cuantificar TBARS. La reacción se preparó en un medio 

con Ácido acético 10% (v/v) (pH=3.5), SDS 8.1% (p/v), TBA 1.6% (p/v) y agua bidestilada. Se 

construyó paralelamente una curva de calibración con cantidades crecientes de una solución de 

TBARS o MDA (1 µL de solución comercial Sigma-Aldrich (4480 nanomoles/µL) en 50 mL de agua 

bidestilada). Las muestras y la curva de calibración se incubaron en un baño termostatizado a 

95°C durante una hora. Luego, se dejaron enfriar y si las mismas  contenían partículas, se 

centrifugaron durante 10 minutos a 2000-4000 xg para bajar el precipitado. Se midió 

absorbancia a 535 nm en lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector. Las 

proteínas del homogenato se cuantificaron mediante el método de Bradford. Los niveles de 

peroxidación lipídica se expresaron con la siguiente unidad: picomoles TBARS/µg proteína. 

 

III.4.8. Determinación de la actividad de enzimas antioxidantes 

Superóxido dismutasa 

La actividad de la SOD se puede determinar gracias a su capacidad de inhibir la autoxidación de 

la adrenalina (Misra and Fridovich 1972). El anión superóxido es un intermediario de dicha 

reacción.  

Adrenalina -------> Adrenocromo 

2 O2
- + 2 H+ -------> H2O2 + O2 

En una cubeta de cuarzo de 1 ml, se tomaron 980 µl de buffer glicina 50 mM (pH=10.2) y se 

llevó a cero el equipo. Luego, se agregaron 20 µl de adrenalina 60 mM (pH=2) y se determinó la 

aparición de adenocromo a 480 nm en un espectrofotómetro Helios-β (Thermo). Se calculó la 

pendiente de ese gráfico. Luego, se realizó el mismo procedimiento pero agregando 10 y 30 µl 

de muestra. Se volvió a efectuar la lectura y a tomar la pendiente. La actividad enzimática se 

expresó como U SOD/ mg proteína. Se consideró una unidad de SOD como la cantidad de 
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enzima necesaria para inhibir el 50% de la formación de adrenocromos autocatalíticos en un 

minuto. 

 

Catalasa  

La CAT cataliza la descomposición de peróxidos de hidrógeno en agua y oxígeno. 

2 H2O2 -------> 2 H2O + O2 

La actividad de CAT se determinó de acuerdo a lo descripto por Aebi (1984) (Aebi 1984). Se 

colocó en una cubeta 1 ml de buffer fosfato 50 mM (pH=7) con 20 µl de muestra y el 

espectrofotómetro Helios-β (Thermo) se llevó a cero. Luego, se agregaron 20 µl de peróxido de 

hidrógeno 10 mM, y se leyó durante 2 minutos a 240 nm a 25°C. La actividad enzimática se 

expresó como  U CAT/mg proteína. Una unidad de CAT fue la cantidad de enzima requerida para 

catalizar 1 nanomol de H2O2 en un minuto. 

 

Glutatión-S-Transferasa 

La enzima GST cumple la función de detoxificar los peróxidos de tipo orgánico, asemejando su 

función con la de la glutatión peroxidasa Se-dependiente. La actividad de GST se ensayó según 

lo descrito por Habig y colaboradores (1974) (Habig, Pabst, and Jakoby 1974). Su determinación 

se lleva a cabo utilizando el reactivo 1 cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB), el cual en presencia de 

glutatión reducido (GSH) forma GS-dinitrobenceno (GS-DNB), que absorbe a 340 nm. 

CDNB + GSH -------> GS-DNB + HCl 

Se colocaron 970 µl de buffer fosfato 100 mM (pH=6.5), 10 µl de GSH 100 mM y 10 µl de 

muestra en una cubeta 1 ml. El espectrofotómetro Helios-β (Thermo) se llevó a cero. Luego, se 

agregaron 10 µl de CDNB 100 mM. Se leyó durante 5 minutos a 340 nm. La actividad enzimática 

se expresó como mili unidades (mU) de GST/mg proteína. Una unidad de GST representó la 

cantidad de enzima requerida para conjugar GSH con 1 μmol de CDNB en un minuto. 

 

III.5. Análisis de lípidos 

III.5.1. Ensayos de incorporación de 14C-Acetato en cultivos celulares 

Se sembraron 150000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Luego de los tratamientos se 

procedió a la obtención de los lípidos y proteínas celulares. 
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Extracción de lípidos y proteínas 

Las células (0.5 mg proteína por pocillo) se lavaron con PBS y se extrajeron los lípidos totales con 

una mezcla de hexano e isopropanol (3:2). Para ello, se adicionaron 2 mL de esta mezcla a cada 

pocillo, y la placa se agitó suavemente durante 30 minutos. Se colectó el solvente en tubos 

esmerilados y se procedió a una segunda extracción añadiendo 1 mL de la mezcla a cada pocillo, 

con agitación suave durante 20 minutos. El contenido total de lípidos en los tubos esmerilados 

se gaseó con N2 y se guardó para su posterior análisis. El remanente celular se trató con 2 mL de 

solución C para extraer las proteínas celulares; la placa se agitó al menos una hora y se guardó 

toda la noche a 4ºC. Al día siguiente se midió la concentración de proteínas por el método de 

Lowry. 

 

Cuantificación de 14C-Acetato incorporado en lípidos totales 

La fase orgánica se llevó a seco con corriente de N2 y se resuspendió en 1 mL de cloroformo; una 

alícuota de 10 µL se colocó en un vial de centelleo junto con POPOP Tolueno para determinar la 

radiactividad total incorporada utilizando un contador de centelleo líquido Wallac 1214 Rack 

beta (Pharmacia, Turku, Finland). En todos los casos, los resultados (dpm) se normalizaron con 

los respectivos niveles de proteínas de cada muestra. Luego, los lípidos totales se fraccionaron 

en alícuotas para distintos procesamientos y determinaciones (lípidos insaponificables, AG, 

lípidos polares (FL) y neutros, etc). 

 

III.5.1.1. Obtención y separación de lípidos insaponificables, saponificables y ácidos grasos 

Obtención y separación de lípidos insaponificables y ácidos grasos 

Dos tercios de la fracción de lípidos totales (3 x 106 dpm totales) se llevaron a seco con N2. Se 

adicionó 1 mL de una solución de KOH en metanol al 10% (p/v) y se saponificó a 80°C durante 

una hora. Luego, se realizaron tres extracciones de la fracción insaponificable con 2 mL de 

hexano cada vez. 

Finalmente, se agregó 1 mL de HCl concentrado y se obtuvo la fracción saponificable mediante 

tres extracciones con 2 mL de hexano cada vez. 

Una vez realizadas las extracciones, tanto para  los lípidos insaponificables como para la fracción 

saponificable, se determinó la radioactividad total incorporada. 
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Las distintas especies lipídicas presentes en la fracción insaponificable se separaron por TLC en 

placas de sílica gel (activadas previamente a 100-120°C durante 1 hora) en una cuba saturada 

con cloroformo 100%. Se sembraron también los siguientes estándares: Colesterol, Lanosterol, 

Escualeno, Dolicol y Ubiquinona. La cromatografía se desarrolló hasta que el frente de corrida 

alcanzó 1 cm por debajo del borde superior de la placa. 

Con el objetivo de separar los AG en función de su grado de saturación, se procedió a realizar el 

siguiente procesamiento. La fracción saponificable se secó con corriente de N2. Luego se 

adicionó 1 mL de una solución de BF3 en metanol al 20% (p/v) y 1 mL de metanol, y se esterificó 

a 80°C durante una hora. Posteriormente, se realizaron tres extracciones con 2 mL de hexano 

cada vez. Se obtuvieron así los EMAG en 6 mL de hexano, a los cuales también se les midió la 

cantidad de marca radiactiva incorporada. 

Una vez obtenidos los EMAG, se separaron los AG (saturados e insaturados) por TLC. Para ello, 

las placas de sílica gel se activaron a 100-120°C durante 30 minutos. Posteriormente, éstas 

fueron impregnadas con una solución de AgNO3 en acetonitrilo 10% (p/v) en forma de spray, y 

se procedió a una segunda activación por 20 minutos más. Finalmente se sembraron las 

muestras y la corrida fue de doble desarrollo en una cuba saturada con una mezcla de hexano, 

dietil éter y ácido acético (94:4:2) y en oscuridad. La primera corrida se realizó hasta unos 5 cm 

del borde superior de la placa; la placa se retiró de la cuba y se secó bajo N2. La segunda corrida 

se desarrolló hasta 1 cm del borde superior de la placa. 

 

Separación de fosfolípidos y lípidos neutros 

Un tercio de los lípidos totales se sometieron a dos corridas por TLC consecutivas empleando 

dos sistemas diferentes de solventes como fase móvil. Las placas de sílica gel se activaron a 100-

120°C durante 1 hora. Se sembraron los siguientes estándares: EC, TAG, AG libres, CL, DAG, 

Cardiolipina, FE, FS y FC. 

Fosfolípidos: los lípidos totales se separaron en una cuba saturada con una mezcla de 

cloroformo, metanol, ácido acético y agua (50:37.5:3.5:2). La cromatografía se detuvo cuando el 

frente de corrida, en el cual se encontraban los lípidos neutros, alcanzó la mitad de la placa (25-

30 minutos). 
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Lípidos neutros: la placa fue sometida a una segunda corrida con la mezcla hexano, éter etílico y 

ácido acético (80:20:1). La cromatografía se realizó hasta que el frente de corrida alcanzó 1 cm 

por debajo del borde superior de la placa. 

 

III.5.1.2. Revelado de marca radiactiva 

La incorporación de radiactividad en las distintas especies antes mencionadas se detectó por 

autorradiografía, exponiendo las placas sobre una pantalla Storage Phosphor Screen, GE 

Healthcar. La exposición duró entre 3 y 48 horas, dependiendo de la cantidad de cuentas 

sembradas. Por último, la pantalla se escaneó en el equipo Storm 840 

PhosphorImager (Amersham Pharmacia Biotech). 

El análisis densitométrico de las bandas reveladas se realizó utilizando el software Image J 1.46r 

y los lípidos presentes se identificaron por comparación con estándares sembrados junto a las 

muestras (Figura III.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.5. Lípidos insaponificables (A) y lípidos neutros y fosfolípidos (B) fueron separados por TLC y 

revelados por autorradiografía; los mismos se identificaron por comparación con estándares. 

Abreviaturas. EC: ésteres de colesterol; TAG: triacilglicéridos; AG libres: ácidos grasos libres; CL: 

colesterol libre; DAG: diacilglicéridos; FE: fosfatidiletanolamina; FS: fosfatidilserina; FC: fosfatidilcolina. 
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III.6. Ensayos en macrófagos 

III.6.1. Obtención y oxidación de LDL 

Se utilizó plasma donado por el Banco de sangre del Instituto de Hemoterapia de la Plata. Las 

LDL se aislaron del plasma, colectado en EDTA (1 mg/mL), por ultracentrifugación preparativa 

(176700 xg durante 44 horas a 10°C). Se separaron las proteínas de la zona superior y se 

purificaron las LDL en columna Sephacril S300. Éstas se dializaron contra solución salina-EDTA 

(NaCl 0.85% (p/v), EDTA 0.01% (p/v), pH=7.4) durante 24 horas; posteriormente fueron filtradas 

y almacenadas a 4°C bajo N2 en oscuridad. Las LDL fueron oxidadas en un sistema libre de 

células usando CuSO4 5 µM en PBS a 37°C; la oxidación se detuvo por refrigeración y adición de 

EDTA 200 µM e hidroxitolueno butilado (BHT) 40 µM. Finalmente, la verificación del estado de 

oxidación se realizó mediante el ensayo de TBARS. 

 

III.6.2. Diferenciación de macrófagos RAW 264.7 a células espumosas con LDL oxidadas 

Con el objetivo de chequear la diferenciación de macrófagos a células espumosas, se realizó la 

técnica de Oil Red O. Para ello, se sembraron 200000 células por pocillo sobre cubreobjetos en 

placas de 6 pocillos. Posteriormente al tratamiento con LDLox durante 8 o 24 horas, las células 

se fijaron con paraformaldehído 4% (p/v) en PBS durante 1 hora. Luego, las células se lavaron 

tres veces con PBS. La tinción se realizó utilizando 6 mL de una solución stock de Oil Red O (0.5 g 

en 100 mL de isopropanol) con 4 mL de agua destilada. Esta solución de trabajo se preparó 

fresca cada vez y se filtró dos veces con papel Whatman #1. Luego de 20 minutos de incubación 

con el colorante, las células se lavaron una vez con isopropanol 60% durante 10 segundos y de 

tres a cinco veces con PBS. Finalmente, se procedió al montaje en portaobjetos con PBS-glicerol 

1:1 y sellado, para la toma de fotos en un microscopio Olympus BX51 (Tokio, Japón), asociado a 

una cámara digital Olympus DP70 (aumento 600 ×). 

 

III.6.3. Cuantificación del contenido de gotas lipídicas 

Se sembraron 40000 células por pocillo en placas de 24 pocillos, y luego de los tratamientos se 

realizó la fijación y la tinción según el procedimiento descripto anteriormente. Posteriormente 

se agregaron 0.3 mL de isopropanol por pocillo para extraer el colorante incorporado en las 

células. Después de 30 minutos de extracción con agitación, se procedió a medir la cantidad de 
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colorante liberado cuantificando la absorbancia a 490 nm en lector de placas Beckman Coulter 

DTX 880 Multimode Detector. Los niveles proteicos de cada muestra fueron cuantificados por el 

método de Lowry. Los resultados se expresaron como unidades de Abs 490/µg de proteína. 

 

III.6.4. Cuantificación de ARNm mediante Real Time RT-PCR 

Con el fin de evaluar la expresión de distintos genes relacionados al metabolismo lipídico a nivel 

transcripcional se sembraron 200000 células por pocillo en placas de 6 pocillos, se procedió a 

realizar los respectivos tratamientos con el ACM y el Li y a procesar las muestras como se detalla 

a continuación. 

Extracción de ARN 

Luego del período de tratamiento, las células fueron lavadas con PBS, cosechadas con 1 ml de 

TransZol (TransGen Biotech Co.) y guardadas a -70°C. 

Al momento de extraer el ARN, las muestras se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente. 

Luego, se agregaron 200 µL de cloroformo y se homogeneizó 20-25 veces por inmersión. Se dejó 

reposar 10 minutos y se centrifugó a 12000 xg durante 15 minutos a 4°C. Se volvió a repetir otra 

extracción con cloroformo como se describió anteriormente. Se extrajo la fase acuosa, a la cual 

se adicionó 500 µL de isopropanol, se homogeneizó por inmersión 20-25 veces, y se dejó 

reposar 10 minutos. Se centrifugó nuevamente a 12000 xg durante 10 minutos a 4°C. El 

sobrenadante se descartó por inmersión y el pellet se lavó con 750 µL de etanol 75%, se levantó 

con vortex, y se centrifugó a 7000 xg durante 5 minutos a 4°C. Este lavado se repitió de 2 a 3 

veces. El  pellet se secó en una placa de calentamiento a 65 °C durante 10 minutos. Finalmente 

el precipitado se enfrió en hielo y se resuspendió en agua con DEPC (dietilpirocarbonato) estéril. 

El ARN obtenido se cuantificó mediante absorbancia a 260 nm, utilizando el equipo NanoDrop 

2000c (Thermo Scientific), el cual determinó no sólo su concentración sino también la relación 

Absorbancia 260/Absorbancia 280, la cual fue útil para chequear la pureza del ARN aislado 

(respecto a la presencia de proteínas). Se consideró como adecuado un cociente 260/280 > 1,8. 

Todas las muestras fueron tratadas con Desoxirribonuclasa I libre de RNasa (Kit DNasa I, 

Fermentas) para eliminar el ADN que pudiera haber quedado en la muestra. Para ello se 

tomaron 9 µL muestra RNA, los cuales fueron incubados con 1 µL buffer 10X con MgCl2 y 1 µL 

DNasa, a 37°C durante 30 minutos. Luego se cortó la reacción adicionando 0.5 µL de EDTA 50 
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mM e incubando a 65°C durante 10 minutos. 

Con el objetivo de determinar la calidad y la pureza del ARN obtenido, se corrió en un gel 1% de 

agarosa (30 mL del buffer TBE (Tris 0.05 M, Ácido Bórico 0.05 M y EDTA-Na2.2H2O 1 mM) 1X + 

0.3 g de agarosa (BIO RAD) + 1 µL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich)). Las muestras se 

prepararon en la siguiente proporción: 1 µL de loading buffer 6X, 3 µL de agua con DEPC estéril 

y 2 µL de ARN. Éstas se sembraron en el gel, el cual se corrió en una cuba electroforética 

horizontal con TBE 1X a 100 volts durante 20 minutos. Las bandas obtenidas se observaron con 

un transiluminador Hoefer Macrovue UV-20 y se tomaron fotos con una cámara Kodak DC 210 

(Nueva York, EEUU) y el software Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetics, LP). Se evaluó la 

presencia de las bandas de ARN 28S y 18S, siendo la intensidad de la primera el doble de la 

segunda, y de ADN contaminante. Sólo se trabajó con las muestras cuya corrida electroforética 

resultó satisfactoria. 

 

Obtención del ADN complementario (ADNc): Retrotranscripción 

El ADNc fue obtenido empleando el kit iScript cDNA Synthesis (BIO RAD). Se utilizaron 1 µL de 

transcriptasa reversa y 4 µL del mix de reacción. Se calculó el volumen requerido para 

retrotranscribir 500 ng de ARN, según la concentración de cada muestra calculada por el 

NanoDrop. El resto del volumen se completó con agua libre de nucleasas. El volumen final de la 

mezcla fue de 20 µL. Luego de un spin-down, las muestras se incubaron en las siguientes 

condiciones de temperatura: 5 minutos a 25°C, 20 minutos a 46°C y 1 minuto a 95°C, en un 

termociclador Veriti (Applied Biosystems). 

 

Chequeo de transcripción reversa y amplicones 

Con el fin de determinar si la retrotanscripción fue correcta, si los primers se adherían 

adecuadamente y si el tamaño de los ADNc era el esperado, se llevó a cabo la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 

El ADNc se incubó con los reactivos necesarios (Inbio Highway) tal como se indica en la Tabla 

III.2.  

 

 



Materiales y Métodos 

 

57 
 

Reactivos Vol (µL) 

Buffer 1 

MgCl2 0.6 

dNTPs 250 µM 0.2 

Primers 10 pmol/µL (Foward y Reverse) 1 

Taq Polimerasa 0.1 

H2O 6.1 

ADNc (dilución 1/10) 1 

Volumen Final 10 

Tabla III.2. Reactivos requeridos para PCR. 

 

Las muestras se incubaron en un termociclador Veriti (Applied Biosystems) y fueron sometidas 

al siguiente programa de temperaturas: un ciclo a 94 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 

94°C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto, y finalmente un ciclo a 72 °C 

por 4 min. 

El tamaño de los productos de PCR se determinó en un gel 1% de agarosa en TBE con bromuro 

de etidio. Las bandas de ADN se observaron a la luz UV, y su peso se comparó con un patrón de 

peso molecular de 100 a 2000 pb (PB-L Productos Bio-Lógicos).  

 

PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 

Para cuantificar la expresión del ARN mensajero (ARNm) de los genes de interés se utilizó el 

método de qPCR a partir de ADNc. Los genes a estudiar fueron: CD36, GPAT3, CPT1 y β-actina 

(gen de referencia). La secuencia de los primers empleados se detalla en la Tabla III.3. 
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Primer Secuencia 

CD36 Forward TGTAGCAGCTGCACCACATA 

CD36 Reverse TGGAACCAAACTGAGGAATGGA 

GPAT3 Forward CTTTGAAATCGGAGGAACCA 

GPAT3 Reverse TTTGCAAACTGAACTGCGTC 

CPT1 Forward CACTGCAGCTCGCACATTAC 

CPT1 Reverse CTCTGCTCTGCCGTTGTTGT 

β-Actina Forward AAGAGCTATGAGCTGCCTGA 

β-Actina Reverse TACGGATGTCAACGTCACAC 

Tabla III.3. Primers utilizados para PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). 

 

Como primer paso, se realizó una curva de eficiencia para determinar la dilución óptima del 

templado de las muestras a utilizar en la qPCR. Se prepararon diluciones de un pool de ADNc 

(1/5, 1/15, 1/45, 1/135 y 1/405) y se empleó el kit iQ SYBR Green Supermix (BIO RAD). Los 

volúmenes de cada componente necesario para la reacción se detallan en la Tabla III.4. 

Reactivos Vol (µL) 

iQ SYBR Green Supermix 7.5 

Primers 1.5-3 µM  (Foward y Reverse) 1.5 

H2O 3.5 

Pool ADNc (dilución) 2.5 

Volumen Final 15 

Tabla III.4. Reactivos requeridos para PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). 

 

El programa de temperaturas utilizado en el termociclador AriaMx G8830A (Agilent) puede 

observarse en la Figura III.6. La curva de eficiencia para cada gen se construyó y analizó a partir 

del software Aria v 1.6 (Agilent). 
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Figura III.6. Programa de temperaturas aplicado en qPCR. 

 

En función de los resultados de la curva de eficiencia, se determinó la dilución óptima del ADNc 

(1/3-1/4) y la eficiencia de los primers (93-100%). A partir de esta información, se procedió a 

realizar la qPCR de todas las muestras a analizar con los respectivos primers. 

En todos los casos se realizaron los controles de NRT (ARN en lugar de ADNc) y de primers (H2O 

con DEPC en lugar de ADNc). 

La cantidad relativa de ARNm de cada gen de interés se calculó utilizando el software qBase v 

1.3.5 y se normalizó al ARN de β-actina. 

 

III.7. Ensayos in vivo 

III.7.1. Condiciones de mantenimiento de los animales 

Los animales utilizados en este trabajo fueron ratones NIH hembras portadores del genotipo 

nu/un inmunodeficientes. 

Animales de aproximadamente un mes de edad, fueron provistos por el bioterio del Centro 

Atómico Ezeiza (CNEA) y criados en nuestro bioterio que se halla especialmente equipado 

(cabina de flujo laminar horizontal, luz UV, ropa y elementos estériles) para garantizar las 

condiciones de asepsia necesarias, en ambiente climatizado y con ciclos de luz (6 a.m. a 6 p.m.) 

Te
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 (

°C
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1 Ciclo 40 Ciclos 1 Ciclo
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y oscuridad (6 p.m. a 6 a.m.) controlados en forma automática. Los animales fueron 

alimentados ad libitum con una dieta estándar de laboratorio para roedores esterilizada con 

autoclave, cuya composición se detalla en la Tabla III.5. Se les permitió libre acceso al consumo 

de agua esterilizada en autoclave. 

Componentes Composición centesimal (%) 

Proteínas * 24 

Extracto etéreo * 6 

Fósforo 0.5-0.9 

Humedad ** 13 

Fibra ** 7 

Calcio 1-1.2 

Minerales ** 8 

Tabla III.5. Composición de dieta estándar de laboratorio para roedores. *Valores mínimos. **Valores 

máximos 

 

III.7.2. Desarrollo y mantenimiento de tumores provenientes de la línea A549 en ratones nude 

La condición atímica de los ratones nude conduce a un profundo déficit de la inmunidad 

adaptativa lo cual permite la aceptación de heterotransplantes (Rygaard and Poulsen 1969; 

Manning, Reed, and Shaffer 1973) y transforma a estos animales en huéspedes ideales para el 

desarrollo de líneas tumorales humanas. 

Cultivos de células A549 fueron lavados con PBS estéril y tripsinizados. Las células se 

resuspendieron en MEM sin SFB y se inyectaron subcutáneamente en el espacio interescapular 

de los ratones nude (aprox 107 células/ratón). Luego de 8 semanas se observó la aparición de 

los tumores primarios en la zona de implantación. Dichos tumores fueron mantenidos por 

repiques sucesivos en los animales, los cuales fueron repetidos cada dos meses. Para ello, se 

sacrificó al animal y se removió el tumor, el cual se lavó con solución fisiológica estéril y se 

eliminaron las zonas necrosadas del mismo. Se cortó en pequeños fragmentos con tijera y se 

desintegró con mortero y pilón. Luego, el tejido se pasó por una malla de acero de 1 mm2 junto 

con MEM, obteniéndose de este modo una suspensión de 300 mg de tejido/mL. Finalmente, los 

ratones fueron inoculados con 0.2 mL de dicha suspensión en la zona descripta. En todos los 
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casos en los que el implante resultó exitoso el desarrollo de tumores pudo ser evidenciado 

entre los 20 y 30 días siguientes a la inoculación (Figura III.7). 

De acuerdo a lo observado en estudios previos (Manning, Reed, and Shaffer 1973) y a la 

experiencia en nuestro laboratorio la inoculación subcutánea de A549 no produce metástasis. 

 

Figura III.7. Ratón nude con tumor inducido por la inyección subcutánea de células A549 en el espacio 

interescapular.  

 

III.7.3. Preparación del alimento suplementado con ACM 

Debido a que la inyección y/o alimentación forzosa con sonda produce un gran estrés en los 

animales, el ACM se administró por vía oral, siendo éste incorporado al alimento. 

Las dosis de ACM administradas con el alimento a ratones nude fueron calculadas 

correlacionando los datos de inhibición del ACM  sobre la proliferación de células A549, de la 

ingesta de alimento diario de los animales y de la fisicoquímica del ACM, con  datos previos 

reportados en nuestro laboratorio (Galle et al. 2014). 

Según las dosis a utilizar, se diluyeron cantidades adecuadas de ACM en cloroformo. Cada 

dilución se resuspendió debidamente y se agregó gota a gota a cada grano de alimento 

balanceado. Éste se dejó toda la noche en una cabina de flujo laminar a fin de evaporar el 

solvente. 
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III.7.4. Evaluación de parámetros morfométricos 

Medida del volumen tumoral 

Cuando lo tumores alcanzaron un tamaño fácilmente palpable, éstos fueron medidos dos veces 

por semana con calibre, tomando el largo, como el lado con mayor longitud, y el ancho, como el 

lado con menor longitud, independientemente de la variación en la forma del crecimiento del 

tumor. El volumen tumoral fue calculado según la fórmula de un elipsoide:  

V= a2.b/2 

Donde a y b son el ancho y el largo del tumor, respectivamente, ambos expresados en 

milímetros. En general, el tamaño de los tumores fue expresado como volumen total (en mm3) 

o como volumen relativo; este último se calculó según la fórmula Vi/V0, donde Vi es el volumen 

medido al tiempo i, y V0 es el volumen tumoral medido al tiempo 0 (inicio del experimento). 

 

Peso de los animales 

El peso de los animales fue registrado junto con las medidas del volumen tumoral. Los animales 

fueron retirados de sus cajas utilizando guantes y depositados sobre un recipiente estéril para 

ser pesados con balanza electrónica Scout Pro (Ohaus). 

 

Peso de los órganos 

Algunos órganos fueron extraídos durante la necropsia: hígado, bazo, riñón e intestino. Los 

mismos fueron lavados con solución fisiológica estéril y se pesaron en balanza electrónica Scout 

Pro (Ohaus). El pesaje de dichos órganos, junto con el pesaje de los animales al momento del 

sacrificio, se utilizaron para determinar parámetros morfométricos. 

 

Peso del alimento no ingerido 

Durante los 21 días de tratamiento, se registró diariamente el peso del alimento remanente que 

los animales no ingerían. El alimento se depositó sobre un recipiente estéril y se pesó con 

balanza electrónica Scout Pro (Ohaus). De esta manera, pudo calcularse la cantidad de alimento 

ingerido por día de cada grupo de ratones. 
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III.7.5. Estudios histopatológicos 

Armado de tacos de parafina, obtención y tinción de los cortes de tejidos 

Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical. Se removieron rápidamente los 

órganos y tumores, los cuales se lavaron con solución fisiológica y se colocaron en formol 

tamponado al 10% (formol 10% (v/v), NaH2PO4.H2O 0.029 M, Na2HPO4 0.046 M) durante 24 

horas para su fijación. Luego, se procedió a realizar el taco de parafina del siguiente modo: 

- Se deshidrató el tejido con concentraciones crecientes de etanol (50%, 75%, 90% y 100% (v/v)) 

y finalmente en xilol (dos veces). Todas las incubaciones fueron de una hora. 

- Se realizó la inclusión de parafina colocando el tejido en los soportes correspondientes 

conteniendo parafina fundida y se mantuvo en estufa a 60°C, al menos 3 horas. 

- Se dejaron enfriar las muestras y se guardaron a temperatura ambiente hasta su 

procesamiento. 

Se realizaron cortes de un espesor de 3 μm aproximadamente, se colocaron en portaobjetos y 

se colorearon con hematoxilina-eosina. Los cortes se observaron en un microscopio Nikon 

ECLIPSE 50i (Tokio, Japón) asociado a una cámara Nikon DS-Fi2 (Tokio, Japón) con aumentos de 

100 × y 200 ×. 

 

III.7.6. Evaluación de parámetros bioquímicos séricos 

Obtención del suero 

Se extrajo sangre de los animales luego del sacrificio mediante punción cardíaca. Con el fin de 

obtener el suero, estas muestras se incubaron a 37°C durante 30 minutos para favorecer la 

reacción de coagulación y luego se centrifugaron a 3000 xg durante 10 minutos. Finalmente se 

recolectó el suero y se lo almacenó a -20°C (máximo una semana) para su posterior estudio. 

 

Colesterol 

Con el fin de determinar la concentración de colesterol en las muestras de suero obtenidas se 

utilizó el kit comercial Colestat enzimático (Wiener lab. Rosario, Argentina). 

Fundamentos del método: El kit contiene las enzimas lipasa fungal, colesterol oxidasa (CHOD) y 

peroxidasa (POD), las cuales reaccionan con los EC de la muestra y los demás reactivos del kit (4-

aminofenazona (4-AF) y fenol) para dar un producto coloreado, según las siguientes reacciones:                         
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EC ------------ >  colesterol + AG 

Colesterol + O2 ------------ > Colesten-3-ona + H2O2 

H2O2 + 4-AF + Fenol ------------ > Quinona coloreada +H2O 

La DO del producto coloreado se midió en un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 

Multimode Detector a 505 nm, utilizandose el filtro correspondiente. 

De esta manera, se pudo determinar la concentración de colesterol extrapolando los datos 

obtenidos a la curva de calibración realizada con el estándar que provee el kit. 

 

Triacilglicéridos 

Con el fin de determinar la concentración de TAG en las muestras de suero obtenidas se utilizó 

el kit comercial TG Color GPO/PAP AA (Wiener lab. Rosario, Argentina). 

Fundamentos del método: El kit contiene las enzimas lipoprotein lipasa (LPL), glicerol quinasa 

(GK), glicerol fosfato oxidasa (GPO) y peroxidasa (POD), las cuales reaccionan con los TAG de la 

muestra y los demás reactivos del kit (ATP, 4-AF y clorofenol) para dar un producto coloreado, 

debido a las siguientes reacciones: 

TAG ------------ > Glicerol + AG 

Glicerol + ATP ------------ > Glicerol 1-P + ADP 

Glicerol 1-P + O2 ------------ > H2O2 + Dihidroxiacetonafosfato 

2 H2O2 + 4-AF + Clorofenol ------------ > Quinonimina roja 

La DO del producto coloreado se midió en un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 

Multimode Detector a 505 nm, utilizandose el filtro correspondiente. 

De esta manera, se pudo determinar la concentración de TAG extrapolando los datos obtenidos 

a la curva de calibración realizada con el estándar que provee el kit. 

 

Enzimas y proteínas plasmáticas 

Las transaminasas o aminotransferasas son enzimas que se encuentran en mayor concentración 

en órganos tales como el hígado y/o el corazón. La alteración en la permeabilidad o destrucción 

de las membranas celulares pueden provocar la liberación de estas enzimas a la circulación 

sanguínea. 

lipasa 

CHOD 

POD 

GPO 

POD 

LPL 

GK 
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La albúmina es el principal contribuyente de las proteínas totales plasmáticas. Un aumento 

anormal en su concentración puede relacionarse casi siempre con eventos de deshidratación. 

Por otro lado, la hipoalbuminemia ocurre en condiciones patológicas tales como pérdida 

excesiva de proteínas en el síndrome nefrótico, desnutrición, infecciones prolongadas, 

enfermedad hepática o malabsorción. 

Por estos motivos resulta clave estudiar estas proteínas, ya que sus niveles en plasma pueden 

dar indicios de la existencia de daños en ciertos órganos generados por el suministro del ACM. 

 

Aspartato aminotransferasa 

Con el fin de determinar la actividad de la aspartato aminotransferasa (AST) en las muestras de 

suero obtenidas se utilizó el kit comercial GOT (AST) UV AA (Wiener lab. Rosario, Argentina). 

Fundamentos del método: La AST cataliza específicamente la transferencia del grupo amino del 

aspartato para el α-cetoglutarato, con formación de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato se 

reduce a malato por la acción de la malato deshidrogenasa (MDH), en tanto que la coenzima 

NADH se oxida a NAD+. 

L-aspartato + α-cetoglutarato ------------ > oxalacetato + L-glutamato 

Oxalacetato + NADH + H+ ------------ > L-malato + NAD+ 

La reducción de la absorbancia a 340 nm, resultante de la oxidación del NADH, se monitoreó en 

un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector, siendo directamente 

proporcional a la actividad de la AST en la muestra. 

De esta manera, se pudo determinar la actividad enzimática de AST extrapolando los datos 

obtenidos a la curva de calibración realizada con el estándar que provee el kit. 

 

Alanina aminotransferasa 

Con el fin de determinar la actividad de la alanina aminotransferasa (ALT) en las muestras de 

suero obtenidas se utilizó el kit comercial GPT (ALT) UV AA (Wiener lab. Rosario, Argentina). 

Fundamentos del método: La ALT cataliza específicamente la transferencia del grupo amino de 

la alanina para el α-cetoglutarato, con formación de glutamato y piruvato. El piruvato se reduce 

a lactato por la acción de la lactato deshidrogenasa (LDH), en tanto que la coenzima NADH se 

oxida a NAD+. 

AST 

MDH 
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L-alanina + α-cetoglutarato ------------ > piruvato + L-glutamato 

Piruvato + NADH + H+ ------------ > L-lactato + NAD+ 

La reducción de la absorbancia a 340 nm, resultante de la oxidación del NADH, se monitoreó en 

un lector de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector, siendo directamente 

proporcional a la actividad de la ALT en la muestra. 

De esta manera, se pudo determinar la actividad enzimática de ALT extrapolando los datos 

obtenidos a la curva de calibración realizada con el estándar que provee el kit. 

 

Albúmina 

Con el fin de determinar el contenido de albúmina en las muestras de suero obtenidas se utilizó 

el kit comercial Albúmina AA (Wiener lab. Rosario, Argentina). 

Fundamentos del método: En medio ácido y con adecuada fuerza iónica, la albúmina se une 

específicamente (sin separación previa) con la forma aniónica de la 3,3',5,5'-tetrabromo-m-

cresolsulfonftaleína (Verde de Bromocresol), originando un compuesto coloreado. El aumento 

de absorbancia a 625 nm respecto del Blanco de reactivo, es proporcional a la cantidad de 

albúmina presente en la muestra. La  absorbancia del producto coloreado se midió en un lector 

de placas Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector a 625 nm, utilizandose el filtro 

correspondiente. 

La concentración de albúmina se calculó extrapolando los datos obtenidos a la curva de 

calibración obtenida con el estándar del kit. 

 

III.7.7. Medición de peroxidación lipídica por el ensayo de TBARS 

Procesamiento de muestras de ratón 

Se tomaron aproximadamente 100 mg de tejido (hígado y tumor) para realizar el homogenato. 

Para ello, se disgregó el tejido en PBS, en una relación 100 mg de tejido: 100 μl de PBS, con un 

homogeneizador Precytec, Industria Argentina, a potencia 3-4. 

 

Ensayo de TBARS 

En este caso el ensayo se realizó tal como lo describe el ítem III.4.7 del presente capítulo.  

 

LDH 

ALT 
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III.7.8. Estudios de inmunohistoquímica: PCNA 

La desregulación de la proliferación celular es una de las características del desarrollo tumoral. 

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) fue originalmente caracterizado como un 

polipéptido auxiliar esencial de ADN polimerasas y como un componente fundamental del 

replisoma eucariótico. Estudios posteriores demostraron que esta proteína interactúa con 

múltiples moléculas que se encuentran implicadas en diferentes vías metabólicas, incluyendo el 

procesamiento de los fragmentos de Okazaki, reparación del ADN, síntesis translesional de ADN, 

metilación del ADN, remodelación de la cromatina y regulación del ciclo celular. 

Para la inmunohistoquímica (IM) se utilizó la técnica de peroxidasa y el kit de detección LSAB2 ® 

System HRP (Dako) con revelado mediante diaminobencidina (DAB, Dako). El anticuerpo 

utilizado fue PCNA (clon PC10, M0879, Dako, dilución 1/50). 

En los controles negativos se reemplazó el anticuerpo primario por PBS. Como control positivo 

se utilizó un corte de linfonódulo (positividad en el centro germinativo de los nódulos 

secundarios). 

Para la cuantificación de la IM de PCNA se utilizaron imágenes digitales obtenidas mediante una 

cámara digital Nikon DS-Fi2 (Tokyo, Japón) montada en un microscopio Nikon ECLIPSE 50i 

(Tokyo, Japón). Se seleccionaron las áreas de marcación más intensa y se obtuvieron 

microfotografías de alta resolución a 400 × de, al menos, 5 campos. Las imágenes se analizaron 

mediante el uso del software Image J 1.43e (National Institutes of Health, USA). Se contaron 

mínimamente 100 células positivas (con marcación parduzca nuclear o citosólica en células en 

mitosis) por campo y el porcentaje de células PCNA positivas se calculó de la siguiente manera: 

N° de células PCNA positivas x 100 

N° de células totales 

Técnica 

Una vez obtenidos los cortes histológicos, éstos se desparafinaron mediante 2 pasajes por xilol, 

de 10 minutos cada uno. Luego, éstos se hidrataron mediante 2 pasajes por alcohol 100% (de 3 

a 5 minutos cada uno), 2 pasajes por alcohol 96% (de 3 minutos cada uno), 1 pasaje por alcohol 

80% (de 3 minutos) y 1 pasaje por alcohol 70% (de 3 minutos).  

Se lavó con PBS durante 10 minutos. Se quitó su exceso y se incubó con una solución de H2O2 

del kit (para inactivar la peroxidasa endógena) entre 4 y 6 minutos. Se lavó con PBS durante 10 
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minutos. 

Posteriormente se procedió a la recuperación antigénica (calor húmedo a presión atmosférica 

(“vaporiera”)). Para ello se precalentó el buffer hasta que la temperatura alcanzó los 95‐100 °C, 

se colocaron los portaobjetos en el buffer y se incubaron durante 20 a 40 minutos. 

Luego, se retiraron los cortes del buffer y se secaron cuidadosamente, evitando su desecación. 

Se bloquearon las uniones inespecíficas incubando con solución de leche descremada en PBS al 

2.5% (p/v) durante 40 minutos. Se volcó el exceso de leche y se colocó el anticuerpo primario 

(excepto a los controles). Se incubó durante toda la noche a 4º C. 

Se realizaron 3 lavados con PBS, de 5 minutos cada uno.  

Se secó y se incubó con el anticuerpo puente del kit (inmunoglobulinas biotiniladas de cabra 

anti-conejo y anti-ratón en PBS) durante 10 minutos. Se lavó con PBS durante 15 minutos.  

Se secó y se incubó con la solución de estreptavidina‐peroxidasa del kit durante 10 minutos. Se 

lavó con PBS durante 15 minutos.  

Para el revelado, se incubó con solución de DAB del kit durante 2 minutos o hasta observar 

coloración parda en el corte. El revelado se interrumpió sumergiendo los cortes en PBS o agua 

corriente. Se sumergieron luego en agua destilada. 

La coloración de contraste se realizó sumergiendo los cortes en hematoxilina de Gill durante 

aproximadamente 30 segundos. Se cubrió con agua corriente durante 10 minutos para que vire 

el colorante. Se lavó con agua destilada. 

Se realizó un pasaje rápido por alcohol 96% y otro por alcohol 100%. Se escurrió e 

inmediatamente se sumergió en xilol. Finalmente se montó con bálsamo sintético. 

 

III.8. Técnicas realizadas en ensayos in vivo e in vitro 

III.8.1. Ensayo de Western blot 

El Western blot es una técnica empleada para identificar la presencia de proteínas específicas 

en una mezcla compleja de proteínas, las cuales son separadas electroforéticamente. 

 

III.8.1.1. Procesamiento de muestras 

Procesamiento de muestras de cultivos celulares 

Se sembraron 280000 células por placa de Petri 60 mm de diámetro, se realizaron los 
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respectivos tratamientos, y las células se lavaron dos veces con PBS. Se agregaron 100 µL de 

buffer RIPA (Tris-HCl 50 Mm (pH=8), NaCl 150 mM, NP-40 1% (v/v), Desoxicolato de Na 0.5% 

(p/v), SDS 0.1% (p/v), EDTA 1 mM) con un cóctel de inhibidores de proteasas (Thermo Fisher 

Scientific) (1 gragea cada 10 ml) en frío. Las células se levantaron con cell scrapper y se 

colectaron en tubos Eppendorf pre-enfriados. El contenido se incubó durante 30 minutos a 4°C. 

Las muestras se centrifugaron a 13000 xg durante 10 minutos a 4°C. Finalmente, se colectó el 

sobrenadante y se tomó una alícuota para medir proteínas por el método de Bradford. El resto 

se alicuotó a -70°C para futuros experimentos. 

 

Procesamiento de muestras de ratón 

Obtención de homogenato de tumor 

Se homogeneizaron mecánicamente 150 mg de tejido tumoral (previamente disgregado con 

tijera) con buffer RIPA suplementado con inhibidores de proteasas. El homogenato obtenido se 

centrifugó a 12000 xg a 4°C durante 15 minutos. Se colectó el sobrenadante y se almacenó a -

70°C para su posterior análisis. Se determinó a partir de una alícuota la concentración de 

proteínas por el método de Bradford. 

 

Separación de membrana plasmática tumoral 

Se obtuvieron las fracciones correspondientes a la MP del tumor utilizando la técnica de 

Mander y colaboradores (1994) con algunas modificaciones (Mander et al. 1994). Se 

homogeneizaron mecánicamente 300 mg de tejido tumoral con el buffer de lisis (Sacarosa 0.25 

M, HEPES 10 mM, EDTA 1mM, pH=7.4). El homogenato se centrifugó a 12000 xg durante 15 

minutos. A su vez se preparó en un sistema de tubos y vasos comunicantes, un gradiente de 

Ficoll- Nicodenz, para lo cual se agregó una solución de Nicodenz 45% (p/v) y luego un gradiente 

de Ficoll 1-22% (p/v). El sobrenadante del homogenato se sembró por arriba del gradiente de 

Ficoll-Nicodenz y se centrifugó a 156200 xg a 4°C durante 19 horas. Se colectaron 20 fracciones 

del gradiente de 200 μL cada una, a las cuales se les midió la concentración proteica por el 

método de Bradford. Se juntaron las alícuotas de MP, las cuales se identificaron debido a que 

producen un pico en la concentración proteica entre las fracciones 6 y 10 aproximadamente. 

Estos pools se emplearon para evidenciar la expresión de la proteína Ras presente sólo en MP. 
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III.8.1.2. Electroforesis y transferencia 

Preparación del gel y muestras. Electroforesis 

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12,5% con dodecil sulfato de sodio (SDS) como agente 

desnaturalizante. La corrida de los geles se llevó a cabo en una cuba de electroforesis Mini-

Protean II (BIO RAD) con buffer de corrida (Tris-HCl 0.025 M (pH=8.3), Glicina 0.2 M, SDS 3.5 

mM). Las muestras de tumor (homogenato total y/o MP (50 μg proteínas/calle)) o de células (40 

μg proteínas/calle) se sembraron y corrieron a través del gel durante 30 minutos a 60 v y 1 hora 

30 minutos a 110 v. Previamente a la siembra, las muestras fueron incubadas con buffer de 

carga 4X (Tris-HCl 0.5 M (pH=6.8), SDS 10% (p/v), β-mercaptoetanol 1% (p/v), azul de 

bromofenol 0.5% (p/v) y glicerol 15% (v/v)) a 95°C durante 5 minutos. Luego de la electroforesis, 

las proteínas del gel fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) 

(Hybond-P PVDF Membrane, Amersham Pharmacia Biotech), según la técnica descripta a 

continuación. 

 

Transferencia “semi-seca” de proteínas 

La membrana de PDVF  se activó 1 minuto con metanol 100%. La membrana de PDVF, el gel y 

los papeles secantes se equilibraron en buffer de transferencia (Tris 0.05 M, Glicina 0.04 M, 

Metanol 20% (v/v), SDS 0.04% (p/v)) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se armó el 

siguiente sistema (“sándwich”) en un equipo de transferencia semi-seca Trans-Blot SD (BIO 

RAD): se colocó un papel secante humedecido, sobre éste la membrana de PDVF, luego el gel y 

finalmente otro papel secante humedecido. La transferencia se llevó a cabo durante 45 minutos 

a 10 v. Luego de la misma, la membrana fue teñida con una solución del colorante Rojo Ponceau 

(Ponceau 0.5% (p/v) y ácido acético 1%(v/v)) durante 2 a 10 minutos para determinar si la 

transferencia fue correcta. Después de esta tinción, se procedió al lavado de la membrana con 

PBST (NaCl 137 mM; KCl 2.7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; Tween-20 0.05 M; pH=7.4). 

Además, el gel se tiñó con Coomassie Blue para observar si la electroforesis y transferencia 

fueron exitosas. El exceso del colorante se eliminó con una solución decolorante de geles (agua: 

metanol: ácido acético (60:30:10)). 
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III.8.1.3. Inmunomarcación y revelado 

Bloqueo de la membrana e incubación con anticuerpos 

Se realizó el bloqueo de los sitios inespecíficos de la membrana incubándola con leche 

descremada en PBST al 5% (p/v) a 4°C hasta el día siguiente. Luego, la membrana se lavó (tres 

veces por 10 minutos cada vez) con PBST y se procedió a su incubación con el anticuerpo 

primario específico para cada proteína (ciclinas, Ras y β-Actina), previamente diluído en leche 

descremada en PBST al 2% (p/v), el tiempo adecuado a 4°C (ver Tabla III.6). Posteriormente, se 

lavó la membrana nuevamente (tres veces por 10 minutos cada vez) y se incubó con el 

correspondiente anticuerpo secundario (conjugado con peroxidasa) diluído en leche 

descremada en PBST al 2% (p/v), durante una hora a temperatura ambiente. Por último, se lavó 

la membrana con PBST (tres veces por 10 minutos cada vez). 

Anticuerpo Origen Código Dilución Tiempo de 

incubación 

Proveedor 

Anti-panRas Ratón OP-4 1/200 2 horas Calbiochem 

Anti-ciclina D1 Ratón sc-8396 1/200 ON Santa Cruz Biotechnology 

Anti-ciclina E Ratón sc-377100 1/200 ON Santa Cruz Biotechnology 

Anti-ciclina B Ratón sc-245 1/200 ON Santa Cruz Biotechnology 

Anti-β-Actin Ratón AC-15 1/10.000 1 hora Sigma-Aldrich 

Anti-mouse (HRP) Cabra sc-2055 1/2.000 1 hora Santa Cruz Biotechnology 

Tabla III.6. Anticuerpos empleados en Western blot. Abreviatura. ON: overnight 

 

Revelado 

La actividad peroxidasa de las bandas imunoreactivas se evidenció mediante 

quimioluminiscencia, incubando la membrana con luminol, cumárico y H2O2 (enhanced 

chemiluminescence, ECL detection, Amersham Pharmacia Biotech), y exponiéndola a una placa 

autorradiográfica. 

Como control de carga de las muestras de homogenato de tumor, MP y células se utilizó β-

actina. 
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III.8.2. Evaluación de apoptosis mediante el ensayo de TUNEL 

El método de marcaje in situ del ADN fragmentado ó técnica de TUNEL (marcado de final de 

corte de desoxinucleótidos tri-fosfato por la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal) 

permite detectar apoptosis celular a partir de la fragmentación del ADN. La aparición de 

numerosos fragmentos de ADN con extremos 3´-OH libres (por acción de endonucleasas 

activadas durante la apoptosis) permite, a partir del enzima desoxinucleotidil transferasa 

terminal (TdT), la unión de desoxinucleótidos tri-fosfato (dUTP) marcados con un fluorocromo 

(rodamina) a dichos extremos 3´-OH. De esta manera, es posible evaluar por microscopía de 

fluorescencia los núcleos de células apoptóticas presentes en preparados de corte de tejido o de 

cultivo celular. 

 

III.8.2.1. Procesamiento de muestras 

Procesamiento de muestras de cultivos celulares 

Se sembraron 200000 células por pocillo sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos. 

Posteriormente a los tratamientos, las células se lavaron tres veces con PBS. Se agregó solución 

de fijación (paraformaldehído al 4% (p/v) en PBS) y se incubó a temperatura ambiente durante 

una hora con leve agitación. Se enjuagó nuevamente con PBS, al menos tres veces, 10 minutos 

cada vez. Se adicionó solución permeabilizadora (Triton X-100 0.1% (v/v) y citrato de sodio 0.1% 

(p/v) en PBS) y se incubó durante 2 minutos a 4°C. Se enjuagó nuevamente con PBS (tres veces 

por 10 minutos cada vez). 

 

Procesamiento de muestras de ratón 

Los cortes de tejido se desparafinaron sumergiéndolos en xilol (3 cambios de 5 minutos cada 

uno), concentraciones crecientes de etanol: 100% (2 cambios de 5 minutos cada uno), 96% (1 

cambio de 3 minutos) y 70% (1 cambio de 3 minutos), agua destilada (1 cambio de 5 minutos), y 

finalmente en PBS (1 cambio de 5 minutos). Una vez eliminado el líquido excedente de las 

muestras con papel adsorbente, se aplicó sobre las mismas proteinasa K (Invitrogen) en Tris-HCl 

10 mM (pH=7.4-8) (20 μg/mL) durante 30 minutos a 37°C, con el fin de permeabilizarlas. Luego 

se realizaron dos lavados con agua destilada de 2 minutos cada uno. 
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III.8.2.2. Ensayo de TUNEL 

Para las muestras, se preparó el mix de reacción con el kit comercial para detección in situ de 

muerte celular (Roche): Solución de enzima y solución con dUTPs marcados. Se agregó una gota 

de dicho mix de reacción sobre cada cubreobjeto y se colocó parafilm sobre cada uno de ellos 

para evitar la evaporación. Se incubó 1 hora a 37°C en cámara húmeda. 

En paralelo, se realizaron los controles. Como control positivo de la reacción se trató una de las 

muestras con el kit de DNasa (Fermentas). El mix de reacción constó de: agua bidestilada estéril, 

buffer 10X con MgCl2 y DNasa. Se incubó 20-30 minutos a 37°C en cámara húmeda. La reacción 

se cortó agregando una solución EDTA 0.5 M durante 2-5 min y se lavó con PBS. El control 

negativo constó de la incubación de una muestra con solución marcada solamente, sin enzima. 

Todos los cubreobjetos se lavaron al menos 4 veces con PBS, se secaron parcialmente y 

montaron sobre portaobjetos con líquido de montaje conteniendo el colorante fluorescente 

diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Invitrogen). Luego del secado de los 

preparados, éstos fueron sellados para evitar su resecación. 

Las células TUNEL positivas se evidenciaron utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus 

BX51 (Tokio, Japón), asociado a una cámara digital Olympus DP70. Para realizar la 

cuantificación, se tomaron imágenes (aumento de 600 ×) de diez campos al azar de cada 

situación experimental (preparado), las cuales se analizaron con el software Image-ProPlus 

(IPPTM) v5.1 image analysis software (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD). El porcentaje 

de células apoptóticas se calculó de la siguiente manera: 

N° de núcleos apoptóticos (TUNEL positivos) x 100 

N° de núcleos totales (teñidos con DAPI) 

 

III.9. Análisis estadístico 

Los resultados se analizaron estadísticamente mediante ANOVA (análisis de varianza) o test “t” 

(Student) según fuera pertinente, empleando el software GraphPad InStat (San Diego, CA, USA). 

Los gráficos se realizaron empleando el programa Sigma Plot Scientific Graphing Software 

(versión 10.0) de Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA). El análisis de imágenes se efectuó por 

medio del software “Image J” e “Image-ProPlus”, según correspondiera. 
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III.10. Bioética 

Los experimentos se realizaron según las directrices de manejo del Animal de Laboratorio de 

Wolfensohn y Lloyd (2013) (Wolfensohn and Lloyd 2008). Los protocolos de uso de los animales 

empleados fueron aprobados por el Comite Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP. Protocolo numero: T09-02-

2013. 
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Rendimiento de extracción y densidad del ACM 

Se evaluaron aspectos generales tales como el rendimiento de la extracción y la densidad del 

ACM, con el objetivo de programar y diseñar los ensayos del presente trabajo. El rendimiento 

de extracción del ACM fue del 0.32% (p/p), mientras que la densidad del ACM obtenida por 

gravimetría a 20 °C fue de 0.829 ± 0.004 g/mL. 

 

IV.1. Componentes lipídicos no volátiles 

Lípidos neutros 

Los componentes lipídicos de ACM fueron separados mediante TLC tal como se describe en 

Materiales y Métodos. Se observó que el ACM, además de estar formado por Li, contiene trazas 

de TAG y de otro compuesto no identificado, que podría corresponderse con un compuesto 

también presente en el estándar comercial de Li (Figura IV.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.1. Lípidos Neutros. El aceite de cáscara de mandarina (ACM) y distintos estándares (Limoneno 

(Li) y Triacilglicéridos (TAG)) se separaron por TLC en una corrida de solvente 80:20:1 y se revelaron con 

iodo. 
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Carotenoides  

Además, se observó que entre los compuestos no volátiles, el ACM contiene al menos 4 grupos 

de carotenoides diferentes (Figura IV.2 A), entre ellos, algunos carotenoides libres y otros 

esterificados con AG (Figura IV.2 B). Según distintos trabajos, se han reportado altos niveles de 

β-criptoxantina, β-caroteno, violaxantina, β-Citraurina, entre otros (Agócs et al. 2007; Y.-C. 

Wang, Chuang, and Hsu 2008; Alquézar, Rodrigo, and Zacarías 2008) en diversos ACM. Los 

carotenoides evidenciados por TLC se identificaron estimativamente utilizando dos 

herramientas: 

- Colores: Por asociación de los distintos grupos a las coloraciones que poseen los carotenoides 

β-citraurina (rojizo), β-criptoxantina y β-caroteno (anaranjado) y violaxantina (amarillo) según lo 

reportado en la bibliografía (Rodrigo et al. 2013). 

- Estructuras: Según las polaridades de los carotenoides. En una corrida de TLC en la que se 

utilizó una fase móvil hexano: acetona (80:20), las xantofilas (polares) se encuentran más 

próximas al punto de siembra debido a que son más afines a la fase estacionaria, mientras que 

los carotenos (no polares), que son más afines a la fase móvil, se encuentran más próximos al 

frente de corrida, junto con los ésteres de carotenoides. 
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Figura IV.2. Carotenoides presentes en el aceite de cáscara de mandarina (ACM) separados por TLC 

empleando una corrida de solvente hexano: acetona (80:20). (A) Se observan distintos grupos de 

compuestos del ACM con coloraciones características de los carotenoides. (B) Se muestra la presencia de 

carotenoides esterificados del ACM en su estado original y luego de la eliminación del limoneno por 

evaporación al ser evidenciados con iodo. 

 

A partir de las medidas espectrofotométricas de la curva de calibración obtenida utilizando una 

astaxantina comercial, se estimó que la concentración de carotenoides en el ACM es de 330 

μg/mL (Figura IV.3). 
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Figura IV.3. Curva de calibración de Absorbancia vs. Concentración de Astaxantina (µg/mL). 

 

Ácidos grasos 

La composición de los AG se analizó utilizando GC y GC-MS. Los AG mayoritariamente 

detectados  fueron el ácido palmitico (16:0) y el ácido linoleico (18:2 n-6), que representan más 

del 60% de los AG totales. El resto de los  AG detectados son AG de longitudes similares, tanto 

saturados como insaturados (Figura IV.4; Tabla IV.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.4. Perfiles cromatogáficos de ácidos grasos presentes en el aceite de cáscara de mandarina 

(ACM) analizados por GC. 
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Pico Ácido Graso Composición porcentual 

1 14:0 5.69 

2 16:0 29.26 

3 16:1 n7 3.51 

4 18:0 6.61 

5 18:1 n9 8.22 

6 18:1 n7 2.58 

7 18:2 n6 33.71 

8 18:3 n3 3.49 

Tabla IV.1. Composición porcentual de ácidos grasos del aceite de cáscara de mandarina (ACM) 

identificados por GC-MS y cuantificados por GC. 

 

IV.2. Componentes lipídicos volátiles 

Una muestra del ACM obtenida fue analizada en el GC para evaluar su composición. Para lograr 

identificar los COV, la muestra del ACM fue obtenida por HS-SPME y se realizó el análisis por GC-

MS. Los distintos isoprenoides fueron determinados a partir de una base de datos comercial. 

Entre los COV, los hidrocarburos monoterpénicos son los principales componentes del ACM, y el 

Li fue el compuesto más abundante representando más del 94.6%, seguido de mirceno y α-

pineno. La presencia de todos los demás componentes ascendió en su conjunto al 3% 

aproximadamente (Figura IV.5; Tabla IV.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.5. Perfiles cromatogáficos de los compuestos orgánicos volátiles presentes en el aceite de 

cáscara de mandarina (ACM)  analizados por GC y GC-MS. 
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Pico COV Composición porcentual Índice de Kovats 

1 α-pineno 0.55 939 

 2 β-pineno 0.29 979 

3 Mirceno 1.81 990 

4 No determinado 0.15 - 

5 Limoneno 94.59 1029 

6 Terpinoleno 0.09 1088 

7 Linalool 0.51 1096 

8 Citronelal  1153 

9 Terpineol-α  1188 

10 Decanal  1201 

11 Citronelol  1225 

12 Nerol  1229 

13 Neral  1238 

14 Carvona  1243 

15 Decenal 2.01 1263 

16 Geranial  1267 

17 Aldehído de Perilla  1271 

18 Undecanal  1306 

19 Decadienal  

 

 

 

 

1316 

20 Acetato de Nerilo  1361 

21 Dodecanal  1408 

22 Farneseno  1505 

Tabla IV.2. Composición porcentual de compuestos orgánicos volátiles presentes en el aceite de cáscara 

de mandarina (ACM) identificados por GC-MS y cuantificados por GC. 

 

IV.3. Discusión 

Los principales componentes lipídicos del ACM son monoterpenos y carotenoides. Ambos 

grupos consisten en compuestos químicos naturales que son “generalmente reconocidos como 

seguros” para el uso en cualquier alimento (GRAS: Generally Recognized As Safe) (J. A. Miller et 

al. 2011; Ghatak and Sen 2016). 

La mayoría de los estudios de caracterización química de los aceites de cáscara de Citrus 

reticulata se basan principalmente en el análisis composicional de sus COV, es decir de sus AE, 

por GC/GC-MS. Sin embargo, utilizando otras técnicas de detección como la cromatografía 

gaseosa con detección olfatométrica, algunos trabajos han identificado el olor de cada 
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componente del aceite y han podido así caracterizar su fragancia. De esta manera asocian al Li 

con un olor a menta o cítrico, al mirceno con naranja, al linalool con lavanda, etc (Chisholm, Jell, 

and Cass Jr 2003). 

En el presente trabajo se determinó que la composición de los monoterpenos, principales 

componentes en el ACM de Citrus reticulata variedad Dancy, es similar al de otros cultivares 

reportados anteriormente (Ponkan o Clemetina), donde el Li es el constituyente más abundante 

y en donde también se hallaron trazas de α-pineno, β-pineno, mirceno, terpinoleno y linalool. 

Otros compuestos como sabineno, γ-Terpineno, p-Cimeno, octanal, etc, fueron reportados en 

otros cultivares pero no fueron detectados en nuestras muestras (Sawamura et al. 2004; 

Buettner et al. 2003; Tirado et al. 1995).  

Varios son los factores que pueden afectar a la variabilidad composicional de los aceites: 

cambios fisiológicos, condiciones ambientales, espacio geográfico, factores genéticos y 

evolutivos, tiempo de cosecha, métodos de extracción, forma de almacenamiento, etc. 

(Figueiredo et al. 2008).  

Tirado y colaboradores (1995) demostraron una variación tanto cualitativa como cuantitativa de 

los componentes volátiles de aceites de distintos cítricos (limón, mandarina y naranja). Sin 

embargo, el análisis composicional de los aceites extraídos en distintas etapas de maduración 

de la mandarina, demostró que los componentes de la misma sólo cambiaron sus 

concentraciones en cada una de ellas. La cantidad de los componentes volátiles fue 

aumentando durante la maduración del fruto y éstos alcanzaron la máxima concentración en la 

etapa de maduración intermedia, la cual decreció a medida que las mandarinas maduraron 

completamente (Tirado et al. 1995). Debido a la gran variabilidad en la composición de los 

aceites, resultan relevantes los resultados obtenidos en este trabajo, donde se determinó la 

identidad y  proporciones de los componentes de este ACM en particular, para aportar 

información a futuras interpretaciones y/o identificación del o los componentes que indujeron 

los mecanismos moleculares propuestos y que se desarrollan en los siguientes capítulos. 

Los carotenoides de la mandarina Citrus reticulata se acumulan principalmente en la cáscara 

(hasta 94%) (Biacs and Daood 1994) donde se han reportado altos niveles de β-criptoxantina, β-

caroteno, violaxantina y β-Citraurina, entre otros (Agócs et al. 2007; Y.-C. Wang, Chuang, and 

Hsu 2008; Alquézar, Rodrigo, and Zacarías 2008). Los carotenoides hidroxilados (xantofilas) 
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pueden estar presentes en forma libre o acilados con AG, formando ésteres como las 

criptoxantinas (Biacs and Daood 1994; Dugo et al. 2008), que son precursores de vitamina A 

(Burri 2015). En este trabajo se determinó la presencia de carotenoides libres y esterificados en 

el ACM. Se demostró la presencia de AG en el ACM, con mayor proporción de ácido palmítico y 

ácido linoleico. Estos resultados resultan novedosos ya que no se han hallado reportes 

bibliográficos que identifiquen la variedad de AG presentes en el aceite de la cáscara de Citrus 

reticulata, a diferencia de los AG presentes en los aceites de las semillas que se encuentran 

ampliamente reportados, y son muy similares a los encontrados en el ACM (Rashid et al. 2013; 

Ajewole and Adeyeye 1993). Nuestras observaciones sugieren que los AG del ACM son 

componentes de los carotenoides pero también de las trazas de TAG detectadas. 
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V.1. Incorporación de 14C-Acetato en lípidos de células hepáticas HepG2 tratadas con ACM 

Células HepG2 en fase exponencial de crecimiento fueron tratadas con distintas 

concentraciones de ACM o Li (su componente mayoritario) durante 48 horas. Las últimas 24 

horas se incubaron en DMEM sin SFB y durante las últimas 3 horas se adicionó 14C-Acetato al 

medio de cultivo. Luego se extrajeron los lípidos totales, se separaron las distintas fracciones 

lipídicas y se cuantificó la radiactividad. 

 

Concentraciones seleccionadas 

Mediante ensayos de MTT se determinó que 100 µL/L de ACM y 150 µL/L de Li son 

concentraciones que inhiben la viabilidad celular significativamente en un 32% y un 28% 

respectivamente (Figura V.1). Por esta razón, para analizar los efectos del ACM sobre el 

metabolismo lipídico se seleccionaron concentraciones menores, que no inhibieran la viabilidad 

celular de manera significativa. Los ensayos se realizaron con concentraciones no mayores a 60 

µL/L. 

 
Figura V.1. Viabilidad celular en células HepG2 evaluada por el ensayo de MTT luego del tratamiento con 

aceite de cáscara de mandarina (ACM) (A) o limoneno (Li) (B). Los resultados se expresan como la media 

± SEM, n=12-16. *p < 0.05, **p < 0.01, respecto al control. 

 

Incorporación de 14C-Acetato en lípidos totales 

El tratamiento de las células HepG2 con las concentraciones de ACM y Li evaluadas, produjo  

una disminución de la incorporación de acetato radiactivo en los lípidos totales 

estadísticamente significativa en las células tratadas con concentraciones a partir de 30 µL/L del 
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ACM y de 60 µL/L para el Li, indicando un mayor efecto del aceite sobre su componente 

mayoritario (Figura V.2).  

 
 

 

Figura V.2. Incorporación de marca radiactiva expresada en dpm/mg proteína en lípidos totales de 

células HepG2 tratadas con aceite de cáscara de mandarina (ACM) (A) o limoneno (Li) (B). Los datos se 

encuentran expresados como la media ± SEM (n = 4). *p<0.05, ***p < 0.001 vs. control. 

 

Incorporación de 14C-Acetato en lípidos saponificables  

En una primera etapa se estudió cómo podría afectar el ACM la síntesis de AG en células 

hepáticas. Los AG son biomoléculas muy importantes ya que constituyen muchos otros lípidos, 

tales como TAG, FL y EC. Se observó que, si bien la incorporación de acetato en AG totales 

disminuyó en las células tratadas con las concentraciones más elevadas del ACM (45-60 µL/mL) 

(Figura V.3 A), los niveles de AG libres marcados no se modificaron significativamente (Figura 

V.3 B). A su vez, la relación de incorporación de acetato entre AG saturados e insaturados no 

varió de manera estadísticamente significativa (datos no mostrados). 
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Figura V.3. Incorporación de marca radiactiva expresada en dpm/mg proteína en ácidos grasos totales 

(A) e Incorporación de marca radiactiva expresada como porcentaje (%) del control en ácidos grasos 

libres (B) de células HepG2 tratadas con aceite de cáscara de mandarina (ACM). Los datos se encuentran 

expresados como la media ± SEM (n = 4-8). **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. control.  

 

Con el objetivo de interpretar la disminución en la incorporación de AG totales, no observada en 

AG libres, se evaluó la incorporación de acetato en otras especies lipídicas que contuvieran AG. 

 

Incorporación de 14C-Acetato en glicerolípidos no polares  

Posteriormente a la cuantificación de cada una de las especies separadas mediante TLC, se 

determinó una disminución significativa en la incorporación de 14C-Acetato en TAG y DAG a 

partir de 45 µL/L de ACM (Figura V.5). En función de este hallazgo, se podría hipotetizar que la 

disminución en la cantidad de TAG podría deberse al déficit de uno de los sustratos necesarios 

para su biosíntesis (DAG) en células hepáticas. 
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Figura V.5. Incorporación de 14C-Acetato expresada como porcentaje (%) del control en TAG 

(triacilglicéridos) y DAG (diacilglicéridos) de células HepG2 tratadas con aceite de cáscara de mandarina 

(ACM). Los datos se encuentran expresados como la media ± SEM (n = 4-8). *p<0.05, **p<0.01, ***p < 

0.001 vs. control. 

 

Incorporación de 14C-Acetato en glicerolípidos polares 

Los FL en general mostraron una tendencia a disminuir la incorporación con los tratamientos 

con el ACM, aunque sólo la FS lo hizo de manera significativa con las concentraciones más altas 

ensayadas (Figura V.6). 
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Figura V.6. Incorporación de 14C-Acetato expresada como porcentaje (%) del control en fosfolípidos (FE: 

Fosfatidiletanolamina; FS: Fosfatidilserina; FC: Fosfatidilcolina) de células HepG2 tratadas con aceite de 

cáscara de mandarina (ACM).  Los datos se encuentran expresados como la media ± SEM (n = 4-8). 

*p<0.05 vs. control. 

 

Incorporación de 14C-Acetato en ésteres de colesterol 

Se observó una disminución en la incorporación de 14C-Acetato en EC (componente importante 

de lípidos de reserva). La disminución fue estadísticamente significativa  en células tratadas con 

concentraciones superiores a 30 µL/L de ACM (Figura V.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.7. Incorporación de 14C-Acetato expresada como porcentaje (%) del control en ésteres de 

colesterol (EC) de células HepG2 tratadas con aceite de cáscara de mandarina (ACM). Los datos se 

encuentran expresados como la media ± SEM (n = 4-8). *p<0.05 vs. control. 
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Incorporación de 14C-Acetato en lípidos insaponificables 

Se estudió la incorporación de marca radiactiva en los lípidos insaponificables, que incluyen 

tanto intermediarios como productos de la VM (lanosterol, escualeno, colesterol, ubiquinona). 

Luego de los tratamientos con ACM, se observó un descenso significativo de la incorporación de 

marca radiactiva en los lípidos insaponificables a partir de 60 µL/L, tanto para el ACM como para 

Li (Figura V.8). 

 
 

 

Figura V.8. Incorporación de marca radiactiva expresada en dpm/mg proteína en lípidos insaponificables 

de células HepG2 tratadas con aceite de cáscara de mandarina (ACM) (A) o limoneno (Li) (B). Los datos se 

encuentran expresados como la media ± SEM (n = 4). *p<0.05, **p < 0.01 vs. control. 

 

El análisis de los lípidos insaponificables mostró que el tratamiento con el ACM ocasionó una 

inhibición de la colesterogénesis dosis dependiente con una reducción de la síntesis del 

colesterol (producto final mayoritario de la VM) que resultó significativa en células tratadas con 

concentraciones a partir de 45 µL/L de ACM (Figura V.10 A), arrojando un valor de IC50 de 

síntesis de colesterol (IC50sc) de 54 µL/L (Figura V.9 A). Este valor es aproximadamente la mitad 

de su IC50 de inhibición de la viabilidad celular.  

En el caso del Li, también se determinó una inhibición en la síntesis de colesterol, sólo que ésta 

se hizo significativa a partir de 30 µL/L (Figura V.10 B); a su vez, se calculó un valor de IC50sc de 

48 µL/L (Figura V.9 B), aproximadamente la cuarta parte de su IC50 de viabilidad celular. 
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Figura V.9. Curvas de inhibición de síntesis de colesterol vs. concentración de aceite de cáscara de 

mandarina (ACM) (A) o limoneno (Li) (B), y sus respectivos valores de IC50 de síntesis de colesterol 

(IC50sc). 

 

Al evaluar la incorporación de 14C-Acetato en intermediarios de la VM específicamente 

involucrados en la colesterogénesis, como son el lanosterol y el escualeno, se observó que las 

células tratadas con bajas concentraciones del ACM (15 µL/L), muestran un incremento en la 

incorporación de radiactividad en ambos compuestos con respecto a sus respectivos controles 

(no estadísticamente significativo probablemente debido a un número insuficiente de muestras 

analizadas). Sin embargo, las células tratadas con altas concentraciones de ACM (60 µL/L) 

muestran una clara disminución dosis-dependiente de la incorporación de acetato en ambos 

intermediarios. La ubiquinona, en cambio, otro producto final de la VM, registró un incremento 

significativo de la radiactividad incorporada particularmente en células tratadas con  

concentraciones del ACM menores a 60 µL/L (Figura V.10 A). 

Por otra parte, al estudiar los intermediarios de la VM en células HepG2 tratadas con bajas 

concentraciones de Li, se observó principalmente una marcada incorporación de marca 

radiactiva en escualeno, mientras que en lanosterol la incorporación no aumentó de manera 

significativa.  Ambos compuestos comienzan a mostrar una reducción de la radiactividad 

incorporada a partir de 30 µL/L. La ubiquinona aumenta sus niveles de incorporación a las 

mismas concentraciones en las cuales se registra el incremento de radiactividad en escualeno 

(Figura V.10 B). 
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Figura V.10. Incorporación de 14C-Acetato expresada en dpm/mg proteína en colesterol, lanosterol, 

ubiquinona y escualeno de células HepG2 tratadas con aceite de cáscara de mandarina (ACM) (A) o 

limoneno (Li) (B). Los datos se encuentran expresados como la media ± SEM (n = 4). *p<0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001 vs. control. 
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V.2. Efecto del ACM sobre el depósito lipídico en la línea celular de macrófagos Raw 264.7 

El contenido del depósito de lípidos neutros (gotas lipídicas) se evaluó en las células espumosas 

(diferenciadas de macrófagos Raw 264.7) tratadas con ACM. La diferenciación de los 

macrófagos se realizó por activación de los mismos con LDLox. 

Previamente se verificó la oxidación de las LDL obtenidas con una concentración de 0.9 μg/μL a  

partir de plasma humano, mediante el ensayo de TBARS, utilizando como control LDL nativas 

(LDL sin oxidar).  

Tal como se muestra en la Figura V.11, el nivel de oxidación de los lípidos de las LDLox fue 

aproximadamente un 17 % mayor que el que poseían las LDL nativas. 

 
Figura V.11. Niveles de oxidación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) nativas y oxidadas evaluados 

por el ensayo de TBARS luego de su obtención. 

 

Diferenciación de macrófagos a células espumosas con LDLox 

La transformación macrófago-célula espumosa se evidenció por la aparición de una gran 

cantidad de gotas de lípido en el interior celular, que se tiñen de color rojo oscuro-marrón al ser 

coloreadas  con Oil Red O (Figura V.12). 

A partir de las 8 horas de incubación de los macrófagos con una concentración de 50 μg/mL de 

LDLox, se observó la aparición de gotas lipídicas (Figura V.12 B) que fueron aún más grandes y 

numerosas luego de 24 horas de incubación con LDLox (Figura V.12 D), evidenciando una clara 

diferenciación a célula espumosa. 
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Figura V.12. Fotografías obtenidas por microscopía óptica de macrófagos Raw 264.7 y células espumosas 

fijadas con paraformaldehído 4% y teñidas con Oil Red O (aumento 600 ×). Los macrófagos fueron 

incubados durante 8 horas en medio de cultivo en ausencia (A) o presencia  de LDL oxidadas (LDLox) (50 

μg/mL) (B), o bien durante 24 horas en medio de cultivo en ausencia (C) o presencia de LDLox (50 μg/mL) 

(D). Las gotas lipídicas teñidas con el colorante se observan de color rojo oscuro-marrón y son señaladas 

con flechas azules.  

 

Efecto del ACM sobre la viabilidad celular en macrófagos y en células espumosas 

Los macrófagos fueron incubados 24 horas en medio de cultivo con SFB para inducir la 

proliferación celular y luego fueron tratados con distintas concentraciones de ACM y Li durante 

24 horas en medio sin SFB para evaluar el efecto de los mismos sobre la viabilidad celular. 

Mediante el ensayo de MTT y el análisis por regresión no lineal utilizando el programa Sigma 

Plot 10.0 de las curvas dosis-respuesta obtenidas, se determinó la concentración de ACM y Li en 

la cual se inhibe en un 50 % la viabilidad celular (IC50) resultando valores de 47 µL/L y 50 µL/L 

respectivamente. 

A partir de estos resultados se seleccionaron concentraciones no mayores a 65 µL/L para el 

diseño  de  distintas condiciones experimentales (tiempos de tratamiento, presencia o ausencia 

de SFB en el medio de cultivo, etc) que se implementaron en macrófagos y en células 

espumosas. 

En un primer ensayo se evaluó el efecto del ACM y el Li sobre la viabilidad de células previa 
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activación con LDLox. Este diseño permite comenzar el tratamiento sobre los macrófagos pero 

continúa durante su proceso de diferenciación a células espumosas. Los resultados de este 

ensayo mostraron niveles altos de inhibición de la viabilidad, principalmente en las células 

tratadas con Li siendo aún mayores en los casos en que las células fueron incubadas en medio 

de cultivo sin SFB (Figura V.13 A).  

Un segundo ensayo fue diseñado para evaluar el efecto del ACM y el Li sobre las células 

espumosas ya diferenciadas, por lo que los macrófagos fueron incubados durante 8 horas con 

LDLox y luego fueron tratados con el ACM o el Li (Figura V.13 B). Asimismo se realizó un tercer 

ensayo donde el ACM fue incorporado al medio de cultivo de macrófagos de manera simultánea 

al agregado de LDLox (co-incubación de macrófagos con ACM y LDLox) (Figura V.13 C). Los 

resultados de estos dos últimos ensayos mostraron los menores porcentajes de inhibición de la 

viabilidad (del orden del 10-15%), evidenciando que tanto el ACM como el Li no poseen efectos 

citotóxicos sobre las células espumosas.  
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Figura V.13. Viabilidad celular en macrófagos y células espumosas en diferentes condiciones 

experimentales evaluada por el ensayo de MTT. A: Preincubación con aceite de cáscara de mandarina 

(ACM)/limoneno (Li) (6 horas) y posterior tratamiento con ACM/Li y LDL oxidadas (LDLox) (18 horas, con 

y sin SFB). B: Preincubación con LDLox  (8 horas) y posterior tratamiento con ACM/Li (18 horas, con y sin 

SFB). C: Coincubación de ACM y LDLox sin SFB de 24 horas. Los datos se encuentran expresados como la 

media ± SEM (n = 4). ***p < 0.001 vs. control. 
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Efecto del ACM sobre el contenido lipídico celular  

Se evaluó espectrofotométricamente el contenido de lípidos neutros (componentes 

mayoritarios de las gotas lipídicas) teñidos con el colorante Oil Red O en las células espumosas 

tratadas con concentraciones de ACM y Li que demostraron no inhibir significativamente la 

viabilidad celular. 

En función de los resultados obtenidos en la cuantificación de la absorbancia dada por el 

colorante incorporado en las gotas lipídicas y que se muestran en la Figura V.14, se observó que 

en el tratamiento de las células espumosas con ACM, los depósitos lipídicos disminuyeron con 

respecto al lote control de manera significativa (p<0.01), mientras que en el tratamiento con Li 

no hubo variaciones estadísticamente significativas. Estos resultados indicarían que el contenido 

lipídico en células espumosas estaría disminuyendo por efecto de algún/os componentes del 

ACM, distintos del Li. 

 

                                                 

Figura V.14. Contenido de gotas lipídicas presentes en células espumosas luego de la incubación con 

aceite de cáscara de mandarina (ACM) (A) o limoneno (Li) (B). Las células fueron fijadas con 

paraformaldehído 4% y teñidas con Oil Red O, y se cuantificó el contenido de las gotas lipídicas mediante 

la extracción con isopropanol del colorante incorporado en las mismas. Los datos se encuentran 

expresados como la media ± SEM (n = 4-6). **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. control. 

 

V.3. Efecto del ACM sobre la expresión génica de CD36, GPAT y CPT1 en células espumosas 

Chequeo de ARNm obtenido y amplificación del ADNc 

Como primer paso se extrajo el ARNm total de los cultivos macrófagos diferenciados a células 

espumosas, del cual posteriormente se obtuvo por retrotranscipción el ADNc. Se verificó tanto 

la calidad del ARN obtenido y la ausencia de ADN contaminante, así como la eficacia del sistema 
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de amplificación de los genes CD36, GPAT3, CPT1 y β-actina mediante una PCR cualitativa 

(Figura V.15). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura V.15. Chequeo de la calidad del ARN y de amplificación de ADNc.  El ARN extraído de los cultivos 

celulares fue sembrado en un gel de agarosa 1% para corroborar la integridad del mismo (A). Los 

amplicones generados por PCR semi-cuantitativa a partir del ADNc incubado con los primers diseñados 

para amplificar los genes de CD36, GPAT3, CPT1 y β-actina fueron sembrados en un gel de agarosa al 2% 

con un estándar de peso molecular (St) (B). 

 

Expresión de CD36, GPAT3 y CPT1 

Células RAW 264.7 fueron diferenciadas a células espumosas mediante la incubación con LDLox 

(50 µg/mL) durante 8 horas. Posteriormente, las células fueron tratadas con dos 

concentraciones de ACM y Li (50 y 100 µL/L) durante 18 horas. 

Estos genes fueron seleccionados para medir su expresión debido a que están asociados tanto a 

la diferenciación del macrófago a célula espumosa (CD36) así como al metabolismo lipídico 

(CD36, GPAT3 y CPT1). 

El análisis por qPCR de los genes CD36, GPAT3 y CPT1 arrojó resultados que podrían explicar 

cómo estarían actuando el ACM y el Li. Los niveles de expresión de cada gen según el 
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tratamiento efectuado pueden observarse en la Figura V.16. 

- Se observó una tendencia a la disminución de la expresión de CD36 en los tratamientos de las 

células espumosas con Li y ACM. Al disminuir la expresión de este gen, podría sugerirse una 

menor incorporación de LDLox en células espumosas. 

- La expresión de GPAT3 disminuyó significativamente con el tratamiento de 100 µL/L de ACM, 

lo cual contribuiría a la reducción del contenido lipídico en estas células. No se evidenciaron 

cambios en el caso de los tratamientos con Li. 

- Se evidenció una tendencia al aumento en la expresión de CPT1 con el tratamiento de 100 µL/L 

de ACM, lo cual podría relacionarse con la disminución del depósito lipídico. Sin embargo, el 

tratamiento con el Li mostró una tendencia a la disminución en la expresión de CPT1, lo cual 

estaría correlacionando con una conservación del contenido lipídico. 
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Figura V.16. Niveles de ARNm de CD36, GPAT3 y CPT1 en células espumosas derivadas de macrófagos 

RAW 264.7 tratadas con aceite de cáscara de mandarina (ACM) y limoneno (Li). Se obtuvo el ARNm de 

los cultivos tratados con 50 o 100 µL/L de ACM o Li y controles, y se determinó por RT-PCR en tiempo 

real la cantidad relativa del ARNm de CD36 (A), GPAT3 (B) y CPT1 (C). Los resultados fueron normalizados 

con β-actina como gen constitutivo y se expresan como la media ± SEM, n=3; (*) p < 0.05 respecto al 

control. 
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V.4. Discusión 

El depósito e infiltración de lípidos en las paredes de las arterias produce una reacción 

inflamatoria que genera engrosamiento de las mismas (placa de ateroma) con el consecuente 

estrechamiento de la luz arterial y el desarrollo de la enfermedad cardiovascular aterosclerosis. 

La hipercolesterolemia, el estrés oxidativo inducido por el aumento de radicales libres 

plasmáticos y el incremento de depósitos lipídicos en células espumosas, son factores de riesgo 

estrechamente asociados al desarrollo y progresión de la enfermedad.  

Por lo tanto, la disminución de los niveles de colesterol plasmático es una de las estrategias 

farmacológicas más utilizadas para el tratamiento y prevención de dicha patología. Si bien la 

homeostasis del colesterol depende de la interacción entre distintos tipos celulares, 

principalmente hepatocitos, macrófagos y enterocitos, e incluye distintos mecanismos 

moleculares, las células del hígado cumplen un rol fundamental en la regulación de los niveles 

de lípidos plasmáticos mediante la síntesis de novo, en particular del colesterol. 

En la actualidad, las estatinas son los fármacos hipocolesterolemiantes más utilizados, cuyo 

blanco terapéutico es la VM. Estos compuestos inhiben competitivamente la HMGCR, enzima 

principalmente activa en las células hepáticas, que actúa en las primeras etapas de la vía 

inhibiendo no sólo la síntesis de colesterol sino también la de otros productos y/o compuestos 

intermediarios de la misma que cumplen roles fundamentales en procesos fisiológicos como la 

viabilidad y proliferación celular. Por otro lado, las dosis estándar de estatinas reducen los 

niveles plasmáticos de las LDL y TAG, aunque la disminución de estos últimos lo realizan de una 

manera menos eficaz.  

La inhibición de la HMGCR afecta la síntesis de todos los compuestos que se encuentran río 

abajo del HMG-CoA, en particular el FPP que se encuentra en la ramificación de la vía y es el 

precursor de una serie de compuestos isoprenoides no esteroideos que se sintetizan en 

reacciones pre-escualeno, como son ubiquinona, dolicol, hemo A, grupos prenilos, ARNt, etc 

(Mark et al. 1996). Dichos compuestos son responsables de diversas funciones importantes para 

la célula como síntesis de ATP, glicosilación y prenilación de proteínas, transcripción de ARN, 

etc, y su déficit podría ocasionar ciertos efectos colaterales. Los pacientes medicados con 

estatinas pueden tolerar dosis estándar, pero las altas dosis pueden asociarse con efectos 

adversos, como un aumento de las enzimas hepáticas y rabdomiolisis, una enfermedad 
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muscular debida en parte a la reducción de los intermediarios isoprenoides de la síntesis del 

colesterol y sus metabolitos, por ejemplo, la coenzima Q 10 (Pedersen and Tobert 1996). 

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el ACM inhibe la síntesis de colesterol. 

Sin embargo, a diferencia de las estatinas, se estarían inhibiendo otras enzimas río abajo de la 

HMGCR. 

Como se representa en la Figura V.17 se observó que bajas concentraciones del ACM (<60 µL/L), 

en los hepatocitos, disminuyen la síntesis de colesterol pero aumentan la incorporación de 

acetato en los intermediarios de la VM escualeno y lanosterol. El Li, por su parte, también 

disminuyó los niveles de colesterol pero incrementó mayormente los niveles de escualeno. 

Estos resultados permiten predecir una inhibición en alguna/s enzima/s de la conversión de 

escualeno a lanosterol y también en enzima/s interviniente/s en la transformación de lanosterol 

a colesterol. Entre estas enzimas se encuentra la OSC, que normalmente cataliza la reacción de 

ciclación del MOS para formar lanosterol, un paso clave en la vía de síntesis de colesterol que 

genera el primer compuesto tetracíclico, del cual derivan todos los esteroides. Cuando la OSC se 

encuentra inhibida parcialmente, se produce una derivación (shunt) de la vía hacia la síntesis de 

24,25-epoxicolesterol, la cual prevalece por sobre la de colesterol (Rowe et al. 2003). El 24,25-

epoxicolesterol, además de ser represor de la HMGCR es un agonista natural del receptor 

nuclear LXR (Janowski et al. 1999). 

Los resultados obtenidos sugieren que a estas concentraciones, el ACM estaría inhibiendo 

principalmente enzimas que se encuentran río abajo del FPP, como la enzima OSC, interviniendo 

en una reacción post-escualeno, en donde se produce inhibición en la síntesis de colesterol sin 

afectar la síntesis de moléculas isoprenoides no esteroideas de gran importancia biológica. Por 

este motivo, la inhibición de la OSC representa un blanco terapéutico muy prometedor como 

agente hipocolesterolemiante. 

Por otro lado, a partir de nuestros resultados proponemos un mecanismo dual del ACM (o 

alguno/s de sus componentes) sobre la expresión de genes blanco de LXR, activándolos o 

inhibiéndolos de una manera tejido específica, acorde a lo que se reportó para otros 

monoterpenos (Jun et al. 2013; Hoang et al. 2012). 

Jun y colaboradores (2013) demostraron que el monoterpeno cineole, en hepatocitos reguló 

negativamente la expresión de LXR, por lo cual genes blanco de dicho receptor relacionados con 
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la lipogénesis no fueron activados. Por el contrario, en macrófagos, se indujo un aumento en la 

expresión a nivel transcripcional de LXR y en consecuencia se activaron ciertos genes, entre ellos 

los que codifican para proteínas que regulan el transporte reverso de colesterol como son los 

transportadores ABC (Jun et al. 2013). 

Basados en estos reportes y en nuestros resultados, se hipotetiza que en hepatocitos tratados 

con el ACM la expresión de LXR estaría disminuida por  lo que no se activarían genes 

relacionados a la síntesis de AG (ACC, FAS, etc) y TAG (GPAT3), y consecuentemente se 

produciría una disminución en la síntesis de éstas y otras especies lipídicas como glicerolípidos 

polares y DAG, tal como ha sido demostrado en el presente trabajo. En células espumosas, en 

cambio, habría una sobreexpresión de LXR que, conjuntamente con el aumento de la 

disponibilidad de su ligando, 24,25-epoxicolesterol, produciría un incremento de la expresión de 

sus genes blanco, como son los que codifican enzimas lipogénicas (GPAT3) y transportadores 

ABC (ABCA1 y ABCG1). Si bien puede inducirse la síntesis de TAG, en las células espumosas con 

alto contenido de EC, resultaría más relevante el aumento del flujo de salida de colesterol por 

incremento de los transportadores ABC, con la consecuente disminución en los depósitos 

lipídicos observada en el presente trabajo.  
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Figura V.17. Mecanismo de acción propuesto para el aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre el 

metabolismo lipídico a bajas concentraciones. Abreviaturas. LXR: receptor X hepático; RXR: receptor del 

ácido 9 cis-retinoico; LXRE: elementos de respuesta de LXR; OSC: 2,3-oxidoescualeno: lanosterol ciclasa; 

HMGCR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; MOS: 2,3-oxidoescualeno; TGs: triacilglicéridos; AGs: 

ácidos grasos. 

 

Altas concentraciones del ACM (≥60 µL/L), disminuyen en hepatocitos no sólo la síntesis de 

colesterol, sino también la incorporación de acetato en todos los intermediarios de la VM 

evaluados como se representa en la Figura V.18. Estos resultados, conjuntamente con reportes 

previos que demuestran que tanto el Li como el geraniol (monoterpeno estudiado ampliamente 

en nuestro laboratorio) son capaces de inhibir la actividad de la HMGCR (Clegg et al. 1980; 

Crespo et al. 2012; Galle et al. 2015), sugieren una inhibición de esta enzima por el ACM.  

En células espumosas, la inhibición de las primeras etapas de la VM disminuiría la síntesis y 

disponibilidad del ligando de LXR (24,25-epoxicolesterol) con una consecuente reducción en la 

expresión de sus genes blanco (GPAT3 y ABC). Se sugiere entonces que, el descenso en los 

depósitos lipídicos estaría relacionado con la reducción en la síntesis de TAG debido a la 
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disminución de la expresión de GPAT3, y con la inhibición de la síntesis de colesterol a nivel de 

la HMGCR. 

 
Figura V.18. Mecanismo de acción propuesto para el aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre el 

metabolismo lipídico a altas concentraciones. Abreviaturas. LXR: receptor X hepático; RXR: receptor del 

ácido 9 cis-retinoico; LXRE: elementos de respuesta de LXR; OSC: 2,3-oxidoescualeno: lanosterol ciclasa; 

HMGCR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; MOS: 2,3-oxidoescualeno; TGs: triacilglicéridos; AGs: 

ácidos grasos. 

 

Por lo tanto, se propone que bajas concentraciones del ACM inhiben principalmente enzimas 

post-escualeno, mientras que altas concentraciones inhiben enzimas pre-escualeno. 

Asimismo todos estos resultados demuestran que, si bien el Li es el componente mayoritario del 

ACM,  las células no responden o se comportan exactamente del mismo modo al ser tratadas 

con el ACM que con el Li. A bajas concentraciones, el Li produciría una mayor inhibición de la 

OSC que el ACM. Además, debido al acúmulo de lanosterol con el tratamiento con el ACM 

también se supondría la inhibición de alguna/s otra/s enzima/s de la VM, que participan río 

abajo del lanosterol. Por otra parte, a diferencia del ACM, el Li no evidenció una reducción 
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significativa de los depósitos lipídicos. Podemos concluir entonces que los componentes 

minoritarios del ACM podrían ejercen efectos en los mecanismos de regulación  de la VM, con la 

consecuente reducción de los depósitos lípidicos tanto en hepatocitos como en células 

espumosas. 

Por consiguiente, confirmando la hipótesis inicial se puede concluir que el aceite de la cáscara 

de Citrus reticulata, que posee una mezcla de varios isoprenoides, presenta un gran potencial 

en el tratamiento de hipercolesterolemias y  prevención de ateroesclerosis. 
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VI.1. Ensayos en líneas celulares tumorales en cultivo 

VI.1.1. Efecto del ACM sobre la viabilidad y proliferación celular 

Con el fin de evaluar la viabilidad celular en células A549 y HepG2 tratadas con el ACM y el Li, se 

utilizaron los métodos de MTT y RN. Según ensayos previos del laboratorio realizados en dichas 

líneas celulares en fase exponencial de crecimiento y crecidas en medio de cultivo 

suplementado con 10% SFB, estos dos métodos permiten correlacionar la viabilidad celular con 

la proliferación celular. En estas condiciones de cultivo ambas líneas celulares fueron tratadas 

con concentraciones crecientes de ACM y Li durante 48 horas con renovación del medio a las 24 

horas. Los rangos de dosis utilizadas en los ensayos fueron de 0-600 µL/L ACM/Li. Una vez 

obtenidos los resultados, se construyeron las curvas de inhibición de la viabilidad celular en 

función de la concentración del ACM y el Li, y se calcularon los respectivos valores de IC50 por 

regresión no lineal utilizando el programa Sigma Plot 10.0 (Figuras VI.1 y VI.2). 

 

 
Figura VI.1. Efecto del ACM y Li sobre la viabilidad de células HepG2 y A549 determinada por el ensayo 

de MTT. Las células en fase exponencial de crecimiento fueron tratadas con concentraciones crecientes 

del aceite de cáscara de mandarina (ACM) y del limoneno (Li) durante 48 horas. La viabilidad celular se 

determinó por el ensayo de MTT en las células HepG2 (A y C) y A549 (B y D). Los datos se expresan como 

el promedio ± SD (n=4-16). 
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Figura VI.2. Efecto del ACM y Li sobre la viabilidad de células HepG2 y A549 determinada por el ensayo 

de Rojo Neutro. Las células en fase exponencial de crecimiento fueron tratadas con concentraciones 

crecientes del aceite de cáscara de mandarina (ACM) y del limoneno (Li) durante 48 horas. La viabilidad 

celular se determinó por el ensayo de Rojo Neutro en las células HepG2 (A y C) y A549 (B y D). Los datos 

se expresan como el promedio ± SD (n=4-16). 

 

Los valores de IC50 obtenidos para el ACM y Li por los dos métodos mostraron pequeñas 

diferencias, en particular en las células A549, en donde los IC50 calculados con MTT fueron 

entre un 18-34% menores a los calculados con el ensayo de RN. Esta diferencia entre los 

métodos observada sólo en las células A549 podría deberse a los distintos tipos de metabolismo 

presentes en ambas líneas celulares. Sin embargo, con los dos métodos se demostró que el ACM 

posee mayor efecto inhibitorio sobre la viabilidad celular de ambas líneas (en un rango de 113-

176 µL/L), que su componente mayoritario el Li (en un rango de 157-195 µL/L), lo que sugiere 

que la combinación de los distintos compuestos presentes en el ACM, generaría un efecto 

sinérgico o aditivo sobre la inhibición de la viabilidad celular de HepG2 y A549. 

A partir de estos resultados y al hecho de que las células HepG2 no constituyen una línea celular 

tumorigénica, los ensayos diseñados para su posterior realización fueron exclusivamente en la 
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línea A549 tratada con el ACM con el fin de evaluar su comportamiento no sólo en las células en 

cultivo (ensayos in vitro) sino también en un modelo de tumor humano xenógrafo implantado 

en ratones inmunodeprimidos (ratones nude) (ensayos in vivo).  

 

VI.1.2. Efecto del ACM sobre la progresión del ciclo celular 

Distribución de la población celular 

Las células en proliferación requieren de la progresión del ciclo celular desde una fase inicial 

postmitótica G1, a través de S y G2, hasta la fase M donde tendrá lugar la subsiguiente mitosis. 

Con el objeto de determinar si la actividad antiproliferativa del ACM está asociada a un arresto 

del ciclo celular que se refleja en cambios en la distribución de la población en las distintas fases 

del ciclo, se incubaron células A549 en fase exponencial del crecimiento durante 24 horas con 

medio MEM suplementado con 10% SFB y con dos concentraciones de ACM, las cuales 

representan los valores de IC25 e IC50 de viabilidad celular. Posteriormente, las células fueron 

teñidas con IP y la progresión del ciclo fue analizada por citometría de flujo arrojando los 

siguientes resultados. 

Se demostró que el ACM bloquea la progresión del ciclo celular de las células A549 después de 

la incubación por 24 horas. Como se muestra en la Figura VI.3, ambas concentraciones 

evaluadas del ACM causaron un aumento en la población de células en fase G2/M con una 

simultánea disminución de células en fase S, en comparación con los respectivos controles. Sin 

embargo, las células tratadas con las concentraciones más altas de ACM (IC50) mostraron 

cambios significativos en todas las etapas del ciclo, promoviendo un arresto más pronunciado 

en la fase G0/G1.  
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Figura V1.3. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) en la distribución del ciclo celular evaluado 

por citometría de flujo. Los datos se expresan como la media ± SEM (n = 4). ***p< 0.001, respecto al 

grupo control. 

 

Niveles de ciclinas 

Las células A549 fueron tratadas en las mismas condiciones que para el ensayo de citometría de 

flujo y luego por Western blot se determinaron los niveles de distintas ciclinas, proteínas que 

cumplen un rol fundamental en la progresión del ciclo celular.  

Como se muestra en la Figura VI.4, se observó que los niveles de ciclina E, que juegan un papel 

crítico en la progresión de la fase G1 a la fase S, disminuyeron significativamente en las células 

incubadas con altas concentraciones del ACM (IC50). Por el contrario, los niveles de ciclina B1, 

que disminuyen en las células con una progresión a la fase M, fueron significativamente 

elevados en las células tratadas con las concentraciones correspondientes a los IC25 e IC50. A su 

vez, no se encontraron diferencias significativas en la expresión de ciclina D1. 
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Figura VI.4. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) en la expresión de ciclinas evaluada por 

Western blot. Cuantificación de los niveles de ciclina B1, E y D1 por análisis densitométrico y sus 

inmunoblots representativos. Se utilizó β-actina como control de carga. Los datos se expresan como la 

media ± SEM (n = 4). *p<0.05, **p<0.01, respecto al grupo control. 

 

VI.1.3. Efecto del ACM sobre la muerte celular programada o apoptosis  

Con el propósito de evaluar la existencia de un efecto pro-apoptótico del ACM se analizó la 

fragmentación de ADN nuclear por medio del ensayo de TUNEL. Cultivos de células A549 en fase 

exponencial del crecimiento crecidas sobre cubreobjetos se incubaron con dos concentraciones 

del ACM (IC25 e IC50 de viabilidad celular) en medio de cultivo suplementado con 10% SFB 

durante 24 horas. Posteriormente fueron lavadas, fijadas, permeabilizadas y tratadas con el kit 

de detección de apoptosis detallado en Materiales y Métodos. 

Los resultados de la cuantificación de las imágenes obtenidas en células A549 in vitro por 

microscopía de fluorescencia demostraron que tanto bajas (IC25) como altas concentraciones 

(IC50) del ACM ocasionaron un incremento significativo del porcentaje de células TUNEL 

positivo (Figura VI.5 A). Además, como se observa en las imágenes representativas de células 

controles y tratadas con el ACM (Figura VI.5 B), el tratamiento produce una clara disminución 

del número de células. 

Ciclina B1 Ciclina E Ciclina D1

Ca
m

bi
o 

re
la

tiv
o

en
 la

 e
xp

re
si

ón

0

1

2

3

4

** 

* 

* 

Ciclina B1 
 

Ciclina E 
 

Ciclina D1 
 β-Actina β-Actina β-Actina 

Control
IC25
IC50



Efecto del aceite de cáscara de mandarina sobre la proliferación celular 
 

110 
 

 

 

                                           

 
Figura VI.5. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre la apoptosis de células A549 en 

cultivo. El porcentaje (%) de células apoptóticas se determinó mediante el ensayo TUNEL. (A) Las células 

TUNEL-positivas en cultivo incubadas con concentraciones de ACM correspondientes a los valores IC25 e 

IC50 durante 24 horas se contaron en 15 campos aleatorios con 1000 células de 3 situaciones 

experimentales. (B) Micrografías de fluorescencia de células de control (campo de la izquierda) y células 

tratadas (campo de la derecha) que muestran células positivas de TUNEL teñidas de rojo (células 

apoptóticas) y núcleos no apoptóticos teñidos con DAPI. (600 × aumento). Las flechas blancas señalan las 

células apoptóticas. Los valores se expresan como medias ± SEM. **p<0.01, ***p<0.001, respecto al 

grupo control. 

 

VI.2. Ensayos en ratones nude con desarrollo de tumores provenientes de células A549 

Ratones nude fueron implantados subcutáneamente con células A549 tal como se detalló en 

Materiales y Métodos. Una vez que los animales desarrollaron un tumor de 300 mm3 
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aproximadamente, se procedió a dividirlos en tres lotes: un grupo control y dos grupos 

experimentales, cada uno de los cuales recibió una dieta suplementada con dosis crecientes del 

ACM (1.75 y 5.25 mg ACM/ratón/día). El tratamiento tuvo una duración de 21 días. Luego de 

dicho período, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, y sus órganos, tumores 

y sangre fueron procesados para las posteriores determinaciones.  

 

VI.2.1. Efecto del ACM sobre el crecimiento tumoral 

El efecto del ACM fue evaluado en el crecimiento tumoral en los ratones, midiendo con calibre y 

dos veces por semana durante el tratamiento, el volumen tumoral. Se observó que, con la dieta 

suplementada con la dosis mayor de ACM, el crecimiento tumoral disminuyó significativamente 

con respecto al control, a partir de la primera semana de tratamiento; y con la dieta 

suplementada con la dosis menor de ACM, el crecimiento tumoral también se redujo con 

respecto al control, pero no de manera significativa (Figura VI.6). 

 

 

Figura VI.6. Crecimiento tumoral. Ratones nude portadores de tumor (300 mm3 aprox) fueron tratados 

con aceite de cáscara de mandarina (ACM) (1.75 y 5.25 mg ACM/ratón/día) durante 21 días. La medición 

del tamaño tumoral se realizó dos veces por semana. Los valores fueron expresados como la media de 5-

6 animales ± SEM. *p< 0.05, ***p< 0.001, respecto al grupo control. 
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VI.2.2. Efecto del ACM sobre la apoptosis y la proliferación celular en tejido tumoral 

Descripción histológica del tejido tumoral 

Los cortes histológicos de los tumores mostraron características propias de este tipo de  tejido. 

Se determinó una población celular única, formada por múltiples lóbulos separados por finas 

trabéculas de tejido  fibrovascular. Las células presentaron una moderada tendencia a 

formar cadenas y un moderado pleomorfismo, macrocariosis y alteración de la relación núcleo 

citoplasma. La evaluación panorámica de los cortes de los tumores mostró que en los animales 

control había mayor cantidad de áreas de necrosis y de mayor tamaño que en los animales 

tratados con el ACM. La necrosis tumoral está asociada a procesos de hipoxia, angiogénesis y 

respuestas inflamatorias que constituyen parámetros de rápido crecimiento y mayor 

agresividad (Bredholt et al. 2015). 

 

Apoptosis 

El método de TUNEL fue utilizado para determinar apoptosis en cortes histológicos de tumor. La 

cuantificación de las células TUNEL positivas demostró un aumento significativo en la apoptosis 

en los tumores de los animales alimentados con 1.75 mg ACM/ratón/día (p <0.05) y con 5.25 mg 

ACM/ratón/día (p <0.001) con respecto a los animales controles (Figura VI.7). 
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Figura VI.7. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre la apoptosis de células A549 

implantadas en ratones nude. El porcentaje (%) de células apoptóticas se determinó mediante el ensayo 

TUNEL. (A) Las células TUNEL positivas en cortes histológicos de tumor se cuantificaron en 10 campos 

aleatorios de cada situación experimental (correspondientes a tumores de 5 ratones por lote). (B) 

Micrografías de fluorescencia de un corte histológico de un tumor control (campo de la izquierda) y de 

un corte histológico de un tumor tratado (campo de la derecha) que muestran células TUNEL positivas 

teñidas de rojo (células apoptóticas) y núcleos no apoptóticos teñidos con DAPI. (600 × aumento). Las 

flechas blancas señalan las células apoptóticas. Los valores se expresan como la media ± SEM. *p<0.05, 

***p<0.001, respecto al grupo control. 

 

Proliferación celular en tejido tumoral 

Con el objetivo de evaluar en el tejido tumoral el efecto inhibitorio del ACM sobre la 

proliferación celular observada en células en cultivo se llevó a cabo un análisis de IM con el 

anticuerpo PCNA. La cuantificación de las células PCNA positivas mostró que no existen 

diferencias significativas entre los lotes tratados con el ACM y el lote control. Estos resultados, 
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que no estarían reflejando una disminución de la proliferación celular en los tumores tratados 

con el ACM, podrían deberse a que las grandes áreas de necrosis de los tumores controles 

limitaron las zonas de muestreo, o bien a problemas técnicos que se le atribuyen al método, 

como variaciones en la intensidad de la tinción, o bien al número de muestras analizadas. Sin 

embargo, sí se observó una disminución significativa en el porcentaje de células PCNA positivas 

en el lote tratado con la mayor dosis, con respecto al lote correspondiente al tratamiento con la 

menor dosis (Figura VI.8).  

 

 

                                                    

 
Figura VI.8. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre la proliferación celular. (A) El 

porcentaje (%) de células positivas a PCNA en cortes histológicos de tejido tumoral se evaluó por la 

técnica de inmunohistoquímica con el anticuerpo para PCNA. Las células PCNA positivas se cuantificaron 

en 5 campos aleatorios de cada situación experimental (correspondientes a tumores de 3 ratones por 

lote). (B) Microfotografías de cortes histológicos de tumor de los lotes control (campo de la izquierda) y 

tratado (campo de la derecha): se muestran las células PCNA positivas (marrones) y las células PCNA 

negativas (violeta azulado) (400 × aumento). Los resultados se expresan como la media ± SEM. #p<0.05, 

respecto al lote tratado con 1.75 mg ACM/ratón/día. 
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VI.2.3. Efecto del ACM sobre los niveles de proteína Ras 

Con el fin de evaluar otro potencial mecanismo mediante el cual el ACM inhibe el crecimiento 

tumoral, se midieron los niveles de la proteína Ras en MP y homogenato de tumor, ya que es 

sabido que esta proteína anclada a la membrana desempeña un papel central en la promoción 

de la proliferación celular. 

El análisis por Western blot mostró que los niveles de Ras unida a membrana disminuyeron 

significativamente en los tumores de ratones tratados con 5.25 mg ACM/ratón/día, con 

respecto a los tumores control (Figura VI.9 B). Sin embargo, los niveles totales de Ras (que 

incluyen las proteínas libres en el citosol y las proteínas ancladas a membrana), aunque 

mostraron una tendencia a incrementarse con los tratamientos, no variaron significativamente 

en ninguno de los grupos experimentales (Figura VI.9 A). Estos resultados podrían sugerir un 

incremento en la expresión de las proteínas Ras que no se correlaciona con un aumento en las 

proteínas ancladas a membrana. 

 

                                         

 

 

Figura VI.9. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre los niveles de expresión de Ras total 

(A) y unida a membrana (B) mediante el análisis por Western blot. Paneles superiores: Densidad de las 

bandas inmunorreactivas de Ras expresada como porcentaje (%) del control utilizando la inmuno-

detección de β-actina como control de carga. Paneles inferiores: bandas representativas obtenidas por 

inmunodeteccion. Los valores se expresan como la media ± SEM de tumores de 5-6 ratones por grupo. 

*p<0.05, respecto al grupo control. 
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VI.2.4. Evaluación de toxicidad  

Se utilizaron varios parámetros para evaluar la potencial toxicidad del ACM en los animales. 

 

Parámetros morfométricos 

No se observaron diferencias significativas entre el lote control y los lotes alimentados con el 

ACM en el peso corporal sin considerar el peso que le aporta el tumor al animal (Peso final - 

Peso del tumor). Además, las relaciones entre el peso de los órganos y el peso del animal, así 

como la cantidad de alimento ingerida por día tampoco variaron entre los distintos lotes (Tabla 

VI.1). 

Parámetro Unidades Control 1.75 mg 

ACM/ratón/día 

5.25 mg 

ACM/ratón/día 

Peso Inicial g 23.53 ± 0.38 24.08 ± 0.62 24.63±0.39 

Peso Final g 23.44 ± 0.52 23.40 ± 0.81 24.50 ± 0.59 

Peso Tumor g 1.20 ± 0.19 1.36 ± 0.23 0.77 ± 0.17 

PF-PT g 22.23 ± 0.40 22.04 ± 0.64 23.75 ± 0.56 

PH/PF  0.064 ± 2 × 10−3 0.065 ± 4 × 10−3 0.061 ± 2 × 10−3 

PR/PF  0.015 ± 3 × 10−4 0.015 ± 4 × 10−4 0.015 ± 2 × 10−4 

PB/PF  0.007 ± 5 × 10−4 0.009 ± 1.1 × 10−3 0.006 ± 5 × 10−4 

Alimento ingerido g/día 3.16 ± 0.20 3.07 ± 0.34 3.12 ± 0.25 

Tabla VI.1. Efecto de la ingesta de aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre parámetros 

morfométricos de los diferentes grupos experimentales. Diversos parámetros asociados a toxicidad 

fueron medidos a lo largo del tratamiento, tales como el peso inicial (PI) y final (PF) de los animales, el 

peso del tumor (PT), el peso final corregido por el peso del tumor (PF-PT), las relaciones entre los pesos 

de los órganos (PH: Peso hígado; PR: Peso riñón: PB: Peso bazo) y el PF de los animales, y la cantidad de 

alimento ingerido por día. Los valores representan la media de 5-6 animales ± SEM. No se observaron 

diferencias significativas entre las dosis. 

 

Parámetros bioquímicos séricos 

El suero obtenido a partir de las muestras de sangre se empleó para determinar la 

concentración de colesterol, TAG y albúmina, así como también la actividad de las enzimas 
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indicadoras de daño hepático: AST y ALT. El suero se obtuvo tal cual se detalla en Materiales y 

Métodos y las determinaciones se realizaron con los kits enzimáticos ya descriptos en dicho 

capítulo. 

Tanto la colesterolemia como la trigliceridemia en los ratones tratados con ACM no fueron 

significativamente diferentes a las de los ratones control. Los niveles de albúmina tampoco se 

vieron afectados significativamente por la dieta suplementada con el ACM. 

La actividad de ALT no se modificó en los ratones tratados, aunque se observó un aumento 

significativo en la actividad de AST del lote tratado con la mayor dosis de ACM, con respecto a 

los ratones control (Tabla VI.2). Sin embargo, este incremento en la actividad de AST no 

indicaría necesariamente daño hepático ni hepatotoxicidad debido a que, por un lado, la AST no 

es una enzima específica de hígado (se encuentra también en corazón y músculo) a diferencia 

de la ALT, que sí lo es y cuyos valores de actividad en los distintos lotes no mostraron cambios 

significativos. Por otra parte, si bien no se han encontrado referencias bibliográficas para esta 

especie de ratones, en medicina humana se considera que hay daño hepático cuando la 

actividad de la AST se incrementa más de 10 veces con respecto a los valores normales, lo cual 

no sucede en este caso. 

Parámetro Unidades Control 1.75 mg 

ACM/ratón/día 

5.25 mg 

ACM/ratón/día 

Colesterol g/l 0.88 ± 0.09 0.90 ± 0.05 0.96 ± 0.06 

Triaciglicéridos g/l 0.78 ± 0.06 0.87 ± 0.04 0.85 ± 0.09 

AST (UI/L) 206.92 ± 23.25 308.12 ± 72.11 328.12 ± 28.81* 

ALT (UI/L) 72.10 ± 9.29 80.17 ± 22.58 95.44 ± 29.07 

Albúmina g/dL 3.48 ± 0.07 3.25 ± 0.14 3.58 ± 0.12 

Tabla VI.2. Efecto de la ingesta de aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre parámetros bioquímicos 

séricos de los diferentes grupos experimentales. Se tuvieron en cuenta parámetros bioquímicos séricos 

para corroborar que el ACM no fuera perjudicial para los ratones, entre ellos los niveles de colesterol y 

triacilglicéridos, la actividad de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa 

(ALT), y los niveles de albúmina. Los resultados se muestran como la media de 5-6 animales ± SEM. *p< 

0.05, respecto al grupo control. 
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Estudios histopatológicos 

Los cortes histológicos de diversos órganos como hígado, riñón, intestino y bazo coloreados con 

hematoxilina y eosina observados con aumentos de 100 × y 200 ×, no evidenciaron lesiones ni 

cambios en la estructura histológica de los mismos (Figura VI.10).  

                               Hígado                                                                 Riñón 

                      Control                     5.25 mg ACM/ratón/día                     Control                     5.25 mg ACM/ratón/día 

   

                             Intestino                                                                   Bazo 

                      Control                     5.25 mg ACM/ratón/día                       Control                     5.25 mg ACM/ratón/día 

   
Figura VI.10. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) sobre la histología hepática (A), renal (B), 

intestinal (C) y del bazo (D) de los grupos experimentales. Imágenes tomadas por microscopía luego de la 

tinción con hematoxilina-eosina de los cortes histológicos de órganos de ratones nude alimentados con 

la concentración de ACM que inhibe el crecimiento tumoral en células A549 (5.25 mg ACM/ratón/día), 

comparados con los controles (400 × aumento). 

 

Niveles de peroxidación lipídica en hígado y tumor 

Los niveles de peroxidación lipídica presentes en hígado y tumor de los distintos grupos 

(controles y tratados) se evaluaron en los homogenatos de dichos tejidos empleando el método 

de TBARS. Tal como muestra la Figura VI.11, tanto en hígado como en tumor, no se observaron 

diferencias significativas en la cantidad de picomoles de TBARS/µg de proteínas entre los 

ratones alimentados con ACM y los ratones control. Pese a este resultado, se observó una 

tendencia al aumento en los niveles de peroxidación lipídica en tumor, así como una 

disminución de los mismos en hígado. 

 

A B 

C 
 

D 
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Figura VI.11. Efecto del aceite de cáscara de mandarina (ACM) en la peroxidación lipídica en tejido 

tumoral (A) y hepático (B). Como parámetro de estrés oxidativo se determinaron las sustancias reactivas 

al TBA en los ratones alimentados con ACM (dieta control, 1.75 y 5.25 mg ACM/ratón/día). Los valores se 

expresan como la media ± SEM, n=4. No se hallaron diferencias significativas entre las dosis ensayadas. 

 

VI.3. Discusión  

Las actividades quimiopreventivas y quimioterapéuticas de los AE, incluidas los de frutas cítricas 

y monoterpenos puros, están ampliamente descritas (T. C. Chen, Da Fonseca, and Schönthal 

2015; Bayala et al. 2014; D. P. De Sousa 2015; Mohamed, El-Emary, and Ali 2010; Yang et al. 

2017; Wattenberg and Coccia 1991). Además, los carotenoides, las criptoxantinas y también la 

vitamina A fueron reportados por mostrar actividades anticancerígenas (Tanaka, Shnimizu, and 

Moriwaki 2012; Mamede et al. 2011; Nishino 1998) lo que sugiere su posible contribución a la 

inhibición de la proliferación tumoral. 

Sin embargo, al igual que con los carotenoides, los mecanismos de acción no se han dilucidado 

completamente, y solo unos pocos monoterpenos y AE han alcanzado fases clínicas de 

investigación (ensayo clínico de fase I) (Jidong Sun 2007; T. C. Chen, Da Fonseca, and Schönthal 

2015). Entre éstos, el Li ha demostrado su biodisponibilidad y seguridad, y existe evidencia 

preclínica de sus efectos anticancerígenos en humanos, aunque los estudios hasta la fecha se 

han centrado en su uso en la prevención y el tratamiento del cáncer de mama (J. A. Miller et al. 

2011, 2013). Se demostró que el Li induce la apoptosis (Jia et al. 2013; S C Chaudhary et al. 

2012) e inhibe la progresión del ciclo celular mediante la inhibición de la isoprenilación de 

proteínas G pequeñas, tales como las oncoproteínas Ras, y la disminución de los niveles de 
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ARNm de ciclina D1 (Crowell et al. 1991; Bardon, Picard, and Martel 1998). Debido a que el Li es 

el componente mayoritario en la mayoría de los aceites de los frutos cítricos (Steuer, Schulz, 

and Läger 2001), mecanismos similares podrían estar implicados en la inhibición del crecimiento 

de células tumorales por los aceites de estos  frutos. 

En el presente trabajo se demostró que el ACM ejerce efectos inhibidores del crecimiento sobre 

células  tumorales humanas A549 al inducir el arresto del ciclo celular y la apoptosis. A partir de 

bajas concentraciones (IC25), el ACM detuvo el ciclo celular en la fase G2/M en paralelo con el 

incremento en los niveles de ciclina B1. Estos resultados sugieren que el ACM arresta las células 

en alguna etapa entre la metafase y la telofase, cuando los niveles de ciclina B1 permanecen 

aún elevados. Sin embargo, a una concentración más alta (IC50), el ACM también promovió un 

aumento de la población de células en G0/G1. Esta última se acompaña de una disminución en 

la expresión de ciclina E, una proteína reguladora del ciclo celular esencial para la progresión de 

G1 y la transición a la fase S (Lim and Kaldis 2013; Mazumder, DuPree, and Almasan 2004). En 

ambos casos, el arresto se caracterizó por una disminución significativa en las células en fase S. 

Considerando que las células con rápido crecimiento requieren no sólo de la síntesis de ácidos 

nucleicos (involucrados en la progresión del ciclo celular) sino también de lípidos y proteínas, 

distintas vías del metabolismo lipídico están estrechamente vinculadas a los procesos 

tumorigénicos. En algunos tipos de cáncer, como el de próstata, se ha demostrado que el 

aumento de la síntesis de AG y colesterol se correlaciona con la progresión tumoral y con un mal 

pronóstico de la enfermedad (Pelton, Freeman, and Solomon 2012; Zadra, Photopoulos, and 

Loda 2013). A su vez, se ha reportado que la inhibición de la síntesis de AG y FL (en particular FC, 

constituyente fundamental de las membranas celulares) detiene las células en mitosis antes de 

las etapas de anafase y telofase (Scaglia et al. 2014). Estudios previos en nuestro laboratorio 

demostraron que ciertos monoterpenos puros y AE de plantas aromáticas inhiben enzimas 

lipogénicas como la HMGCR y la ACC, enzimas claves en la síntesis de colesterol (VM) y AG 

respectivamente, así como la síntesis de FL y TAG (Kladniew et al. 2014; Galle et al. 2015; 

Montero-Villegas et al. 2017; Crespo et al. 2012). De acuerdo con esta información y a los 

resultados obtenidos en este trabajo (detallados principalmente en el Capítulo V), se propone 

que el ACM podría modular rutas metabólicas lipídicas que son capaces de afectar la 

proliferación de las células cancerígenas. En particular, la inhibición de la VM disminuye  no sólo 
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la síntesis de colesterol sino también la de grupos prenilos que al ser añadidos por las prenil-

proteín transferasas a proteínas como las Ras GTPasas o las proteínas G triméricas cumplen un 

rol fundamental para que éstas puedan anclarse a la membrana y activen distintas cascadas de 

respuesta celular. Asimisimo se ha propuesto que los isoprenoides podrían inhibir directamente 

las prenil-proteín transferasas (Hardcastle et al. 1999; Mo and Elson 2004; Sandeep Chand 

Chaudhary et al. 2013). 

Las proteínas Ras preniladas por ejemplo, debido a su papel central en la oncogénesis (Sever 

and Brugge 2015), se consideran blancos terapéutico prometedores para el control de varias 

células tumorales (Lu et al. 2016). Estas proteínas funcionan en una red de señalización 

compleja que incluye las rutas Ras-ERK y PI3K-Akt que regulan numerosos procesos celulares, 

entre ellos la proliferación celular y la apoptosis (A.-L. Cao et al. 2015; Bar-Sagi and Hall 2000; 

Castellano and Downward 2011). Los efectores citoplasmáticos de estas cascadas pueden 

activar o inactivar los complejos Cdk-ciclina que dirigen a la célula de una fase a otra del ciclo 

celular mediante distintos mecanismos previamente descritos en la Introducción. Entre ellos, el 

proceso de degradación de las ciclinas puede definir el avance o detención del ciclo en los 

distintos puntos de control (checkpoints). Particularmente para el complejo Cdk-G1/S, formado 

por Cdk2/ciclina E, Minella y colaboradores (2005) han determinado que la actividad oncogénica 

de Ras regula la degradación de ciclina E a través de la proteína supresora tumoral, ubiquitin 

ligasa Fbw7 (Minella, Welcker, and Clurman 2005). La activación de la vía Ras-Erk impide la 

ubiquitinación y proteólisis de esta ciclina con la consecuente activación del complejo que 

promueve el pasaje de la célula hacia la fase S del ciclo. En nuestro caso, el arresto del ciclo 

observado a este nivel (arresto G0/G1) por el ACM podría ser consecuencia de la disminución de 

grupos prenilos o bien del colesterol componente de las balsas lipídicas de la membrana, que 

impidirían la activación de la proteína Ras y su regulación en la degradación de la ciclina E. 

Por otro lado, el complejo Cdk-M constituido por Cdk1/ciclina B1, interviene en la transición de 

metafase a anafase y es regulado por el APC/C quien cataliza la degradación de la ciclina B1 

(entre otras proteínas). Se ha postulado que efectores metabólicos de cascadas activadas por 

proteínas preniladas (Ras y G triméricas) como la proteína quinasa A y la proteína supresora 

tumoral RASSF1 regularían al complejo APC/C (Kotani et al. 1998; Bolte et al. 2003; Searle et al. 

2004; Chow et al. 2012; Song et al. 2004). El arresto en la fase G2/M observado en las células 
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tratadas con ACM sugeriría que la inactivación de las proteínas preniladas podrían estar 

relacionadas con una inactivación del complejo APC/C que se corresponde con un incremento 

en la ciclina B1 que no ha sido degradada. En base a todos estos estudios se hipotetiza que el 

descenso en los niveles de Ras en membrana plasmática tumoral podría ser uno de los 

mecanismos antiproliferativos ejercidos por el ACM, conduciendo a la detención del ciclo celular 

y a la inducción de la apoptosis.  

Por otro lado cabe destacar que el ACM demostró no poseer efectos tóxicos en ratones. En el 

presente trabajo se evaluaron diferentes parámetros que muestran que las concentraciones de 

ACM que disminuyen el crecimiento tumoral no inducen toxicidad sistémica en el modelo 

murino evaluado. Se demostró que el ACM no produjo cambios en el peso corporal, uno de los 

indicadores más sensibles de efectos adversos (Alemáan et al. 1998; Guideline and Guideline 

2001), ni en el peso, la morfología y la histología de los diferentes órganos. Además ciertos 

marcadores de la función hepática, como el colesterol, los TAG, la albúmina y la ALT 

plasmáticos, tampoco muestran diferencias significativas con respecto a los respectivos 

controles; sólo AST aumentó su actividad en ratones tratados con la mayor concentración de 

ACM. Sin embargo, el aumento en este único parámetro no determina necesariamente un 

efecto tóxico del ACM en el hígado dada la inespecificidad tisular de esta enzima y al bajo orden 

de magnitud del aumento detectado. 

Estos resultados, sumado a que los AE están incluidos en el listado de productos generalmente 

reconocidos como seguros (GRAS) en alimentos y bebidas, según la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia de Protección Ambiental (EPA) de Estados 

Unidos, sugiere su gran potencial como agente natural antitumoral. 
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Basados en numerosos reportes del efecto antioxidante y antitumoral de monoterpenos y AE, 

se evaluaron distintos parámetros y estrategias metodológicas con el fin de demostrar el 

potencial antioxidante del ACM en el marco de la prevención de enfermedades estrechamente 

asociadas con el estrés oxidativo, como son la aterosclerosis y el cáncer. 

Se evaluó  el efecto del ACM y el Li sobre la oxidación lipídica de LDL incubadas con CuSO4 como 

compuesto oxidante (ítem VII.1). El mismo agente oxidante se utilizó para inducir estrés 

oxidativo en células tumorales A549 y evaluar el efecto del ACM y Li sobre la peroxidación 

lipídica en dichas condiciones experimentales (ítem VII.2). Por último, la peroxidación de lípidos 

así como la actividad de enzimas reguladoras del estado redox celular, se evaluaron en células 

con un estado redox fisiológico (ítem VII.3) con el objetivo de ahondar en los mecanismos de 

acción que desencadena el ACM. 

 

VII.1. Efecto del ACM sobre la peroxidación lipídica de LDL 

LDL nativas se incubaron con concentraciones crecientes de ACM y Li (2-250 µL/L) y se oxidaron 

con CuSO4 (20 μM) a 37°C durante 3 horas. Se midió la peroxidación lipídica por el ensayo de 

TBARS. 

Como resultado se pudo evidenciar que tanto el ACM como el Li redujeron los niveles de 

oxidación de los compuestos lipídicos de LDL coincubadas con CuSO4. El efecto de inhibición de 

la oxidación de LDL fue mayor en los tratamientos con el ACM (Figura VII.1). 

 
Figura VII.1. Niveles de oxidación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) nativas coincubadas con 

concentraciones crecientes de aceite de cáscara de mandarina (ACM) o limoneno (Li) y CuSO4. (A) LDL + 

ACM + CuSO4. (B) LDL + Li + CuSO4. Los datos se encuentran expresados como la media ± SEM (n = 4).  

*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001, respecto al control. 
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VII.2. Efecto del ACM sobre la peroxidación lipídica de células A549 incubadas con CuSO4  

Se evaluó el efecto del ACM y Li en células expuestas al agente inductor de estrés oxidativo 

CuSO4 para lo cual se determinó mediante el ensayo de MTT el valor de IC50 del CuSO4 en la 

línea celular A549 con el objetivo de determinar las concentraciones a utilizar (Figura VII.2). 

 
Figura VII.2. Curva de porcentaje (%) de Inhibición de la viabilidad celular vs. concentración de CuSO4 

realizada en células A549 a 24 horas, y su respectivo valor de IC50 calculado. 

 

Para este experimento se utilizó una concentración de CuSO4 de  250 µM, la cual no inhibe más 

del 50% la viabilidad celular pero induce estrés oxidativo. Las concentraciones del ACM y Li se 

seleccionaron en función de los ensayos de viabilidad celular realizados en células A549 tratadas 

durante 24 horas, los cuales arrojaron valores de IC50 de 130 y 150 µL/L de ACM y Li 

respectivamente. A partir de los resultados obtenidos, se propusieron dos grupos 

experimentales para cultivo celular: aquellos incubados con concentraciones menores al IC50, 

consideradas bajas, y aquellos incubados con concentraciones cercanas o iguales al IC50, 

consideradas altas. 

Los cultivos celulares en fase exponencial del crecimiento fueron incubados simultáneamente 

con CuSO4 y ACM o Li, en MEM con SFB durante 24 horas. Luego de este tiempo de incubación, 

las células fueron cosechadas y fueron medidos los niveles de peroxidación lipídica de cada 

muestra. 

Se determinó un aumento significativo de los picomoles de TBARS/µg proteína para el control 

positivo de CuSO4. Los niveles de oxidación disminuyeron significativamente luego de los 
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tratamientos con ACM, y  posteriormente a la coincubación de ACM y CuSO4, éstos se 

revirtieron a valores cercanos al control. En el caso del Li, se observó una tendencia similar 

(Figura VII.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

CuSO4 250 µM - - - + + + 

ACM 50 µL/L - + - - + - 

Li 80 µL/L - - + - - + 

Figura VII.3. Niveles de peroxidación lipídica en células A549 medidos por el ensayo de TBARS luego de 

los tratamientos de 24 horas con CuSO4 y aceite de cáscara de mandarina (ACM) o limoneno (Li). Los 

resultados se expresan como la media ± SEM (n=3-9). *p< 0.05, respecto al control. 

 

VII.3. Efecto del ACM sobre la peroxidación lipídica y la actividad de enzimas del sistema 

antioxidante en células A549 

Basados en resultados previos del laboratorio que demostraron que monoterpenos como el 

geraniol ejercen un efecto dual sobre el estado redox de A549 (Soberón 2017), evidenciando 

una actividad anti- o pro-oxidante en función de su concentración y del tiempo de tratamiento, 

se realizaron ensayos con distintas concentraciones y tiempo de incubación. Con el objetivo de 

evaluar la capacidad antioxidante del ACM y el Li, se seleccionaron concentraciones bajas de los 

mismos, las cuales se ensayaron durante 3 horas en las células con medio de cultivo con SFB. 

Luego de este tiempo de incubación, las células fueron cosechadas y se midieron los niveles de 

peroxidación lipídica mediante el ensayo de TBARS, así como la actividad enzimática de CAT, 

SOD y GST por espectrofotometría.  

Tal como muestra la Figura VII.4, luego de los tratamientos con ACM se evidenció una 
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disminución en los niveles de peroxidación lipídica que fue estadísticamente significativa a partir 

de 50 µL/L. En el caso del Li, sólo se observó una tendencia a la disminución de los niveles de 

oxidación lipídica. 

 
Figura VII.4. Niveles de peroxidación lipídica en células A549 medidos por el ensayo de TBARS luego de 

los tratamientos de 3 horas con aceite de cáscara de mandarina (ACM) (A) y limoneno (Li) (B). Los 

resultados se expresan como la media ± SEM (n=3). *p< 0.05, respecto al control. 

 

Asimismo se observó un aumento (aunque no siempre estadísticamente significativo) en la 

actividad de las tres enzimas evaluadas, CAT, SOD y GST,  en las células tratadas con el ACM o 

con el Li. En el caso del ACM, el incremento de la actividad enzimática fue significativo a 

concentraciones mayores a 50 ó 90 µL/L (según la enzima); pero con el Li, sólo se evidenció un 

aumento significativo para la enzima catalasa en las concentraciones más elevadas (Figura 

VII.5). 
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Figura VII.5. Actividades enzimáticas en células A549 luego de los tratamientos de 3 horas. Actividad de 

superóxido dismutasa (SOD) luego del tratamiento con ACM (A) y Li (B).  Actividad de catalasa (CAT) 

luego del tratamiento con ACM (C) y Li (D). Actividad de glutatión-S-transferasa (GST) luego del 

tratamiento con ACM (E) y Li (F). Los resultados se expresan como la media ± SEM (n=3-4). *p< 0.05, 

**p< 0.01, respecto al control. 
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Por otro lado, para determinar la actividad prooxidante del ACM y el Li, se seleccionaron 

concentraciones altas de los mismos, y se trataron las células durante 24 horas en medio de 

cultivo con SFB. Luego de este tiempo de incubación, las células fueron cosechadas y fueron 

medidos los niveles de peroxidación lipídica y la actividad enzimática de CAT, SOD y GST.  

Tal como muestra la Figura VII.6, se determinó luego de los tratamientos con ACM una 

disminución en los niveles de picomoles de TBARS/µg proteína, la cual se hizo más notoria y 

significativa para las concentraciones más altas ensayadas. En el caso del Li, sólo se observó una 

tendencia a la disminución de los niveles de peroxidación lipídica en algunas de las 

concentraciones ensayadas. 

 
Figura VII.6. Niveles de peroxidación lipídica en células A549 medidos por el ensayo de TBARS luego de 

los tratamientos de 24 horas con aceite de cáscara de mandarina (ACM) (A) y limoneno (Li) (B). Los 

resultados se expresan como la media ± SEM (n=3-4).*p< 0.05, respecto al control. 

 

Las determinaciones demostraron que, en general, la actividad enzimática de las células 

tratadas con ACM y Li fue más elevada que el valor del control, aunque sólo se evidenció un 

aumento significativo en el caso de la SOD luego de tratar los cultivos celulares con 100 µL/L de 

ACM y  110 µL/L de Li (Figura VII.7).  
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Figura VII.7. Actividades enzimáticas en células A549 luego de los tratamientos de 24 horas. Actividad de 

superóxido dismutasa (SOD) luego del tratamiento con ACM (A) y Li (B).  Actividad de catalasa (CAT) 

luego del tratamiento con ACM (C) y Li (D). Actividad de glutatión-S-transferasa (GST) luego del 

tratamiento con ACM (E) y Li (F). Los resultados se expresan como la media ± SEM (n=3-4). *p< 0.05, 

**p< 0.01, respecto al control. 

 

 

L/L ACM

0 50 100 130

U
 S

O
D

/m
g 

pr
ot

eí
na

0

1

2

3

4

5

6

7

L/L Li
0 50 110 150

U
 S

O
D

/m
g 

pr
ot

eí
na

0

2

4

6

8

L/L ACM
0 50 100 130

U
 C

AT
/m

g 
pr

ot
eí

na

0

5

10

15

20

25

L/L Li
0 50 110 150

U
 C

AT
/m

g 
pr

ot
eí

na

0

2

4

6

8

10

12

14

16

L/L ACM
0 50 100 130

m
U

 G
ST

/m
g 

pr
ot

eí
na

0

10

20

30

40

50

L/L Li

0 50 110 150

m
U

 G
ST

/m
g 

pr
ot

eí
na

0

10

20

30

40

50

* * 

A B 
 

C 
 

D 
 

E 
 

F 
 



Efecto antioxidante del aceite de cáscara de mandarina 
 

130 
 

Todos estos ensayos demostrarían la capacidad antioxidante del ACM, tanto a altas como a 

bajas concentraciones, la cual estaría, al menos en parte, inducida por la activación de enzimas 

responsables de la homeostasis del estado redox celular. 

 

VII.4. Discusión 

Tal como se describió en el capítulo IV, los principales componentes lipídicos del ACM son 

monoterpenos y carotenoides. 

Varios estudios han demostrado la actividad antioxidante de ciertos monoterpenos como 

carvona y α-terpineol (Bicas et al. 2011), 1,8-cineole y α-pineno (Wannes et al. 2010), γ-

terpineno y terpinoleno (Ruberto and Baratta 2000), p-cimeno (de Oliveira et al. 2015) y Li 

(Roberto et al. 2010), entre otros (Gonzalez-Burgos and Gomez-Serranillos 2012). Además, se ha 

evidenciado la capacidad secuestradora de radicales libres o actividad scavenger de algunos AE 

de cítricos (Singh et al. 2010) y de plantas aromáticas (Dorman, Surai, and Deans 2000). 

Si bien los monoterpenos en general poseen potencial antioxidante (Gonzalez-Burgos and 

Gomez-Serranillos 2012) el estudio de una gran variedad de ellos ha demostrado que existe una 

relación entre la estructura y la actividad antioxidante de los mismos (Dorman, Surai, and Deans 

2000; Amorati, Foti, and Valgimigli 2013). Se demostró que los compuestos fenólicos son los 

que poseen el mayor efecto antioxidante y que la posición que ocupa el grupo hidroxilo también 

influye en esta propiedad. El componente monoterpénico mayoritario del ACM, el Li, no posee 

grupos hidroxilos en su estructura, por lo que la menor capacidad antioxidante que demostró 

poseer este compuesto con respecto al ACM sugiere que componentes minoritarios del mismo 

tendrían una mayor capacidad antioxidante, o bien que la combinación de los distintos 

compuestos presentes en el ACM (entre ellos el Li) podrían estar ejerciendo un efecto sinérgico 

o aditivo.  

Por otro lado, en este trabajo se demostró la presencia de carotenoides libres y esterificados en 

el ACM, compuestos cuya actividad antioxidante está ampliamente reportada en la bibliografía 

(N. J. Miller et al. 1996; Stahl and Sies 2003; Fu et al. 2010). Pisoschi y colaboradores (2015) 

describieron que debido a su estructura, ciertos carotenoides como el β-caroteno y el licopeno 

son capaces de reaccionar mediante diversos mecanismos con las especies de radicales libres 

oxigenados permitiendo su eliminación o transformación (Pisoschi and Pop 2015). A pesar de 
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que la mayoría de los estudios disponibles en la literatura muestran el efecto antioxidante de 

los carotenoides no esterificados, algunos informes señalan que la esterificación del grupo 

hidroxilo con AG no altera las propiedades antioxidantes de los carotenoides, sino que por el 

contrario, los estabiliza aún más contra la degradación del calor (Fu et al. 2010). 

El potencial antioxidante del ACM fue demostrado en este trabajo por disminuir los niveles de 

peroxidación lipídica en LDL humanas y en células en cultivo incubadas con un agente inductor 

de estrés oxidativo, así como por incrementar en las células en cultivo en un estado redox 

fisiológico la actividad de enzimas fundamentales del sistema antioxidante celular como son 

CAT, SOD y GST. 

Aunque no se han determinado con precisión los mecanismos de acción de los distintos 

componentes del ACM sobre la regulación de los niveles de radicales libres celulares, es de gran 

relevancia la demostración de sus propiedades antioxidantes debido al importante rol que 

cumple el estrés oxidativo en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares y el cáncer. 

El estrés oxidativo promueve la activación de macrófagos y la aparición del proceso inflamatorio 

crónico característico del proceso aterosclerótico. El efecto antioxidante del ACM colaboraría en 

la inhibición de dicho proceso como ha sido reportado para otros AE (Haldar et al. 2012; 

Kummer et al. 2013; Khodabakhsh, Shafaroodi, and Asgarpanah 2015). Asimismo la actividad 

antioxidante del ACM en el torrente sanguíneo o compartimento vascular podría disminuir los 

niveles de oxidación de las LDL plasmáticas estrechamente asociadas con el inicio de la 

ateroesclerosis (Barter 2005; Valenzuela et al. 2004; Steinberg 1997; Daugherty and Roselaar 

1995). Se ha reportado que ciertos monoterpenos y AE son capaces de prevenir la oxidación de 

LDL con la consecuente reducción de uno de los factores de riesgo principales de la 

aterosclerosis (LDLox) y la atenuación de la enfermedad (Naderi et al. 2004). 

Sin embargo, se cree que la oxidación de las LDL no tiene lugar en la circulación, y ocurre en la 

pared arterial (espacio subendotelial) debido a que las lipoproteínas séricas están bien 

protegidas de la oxidación por robustas defensas antioxidantes como la presencia de alfa-

tocoferol, una vitamina antioxidante (Yoshida and Kisugi 2010). Por este motivo se podría 

hipotetizar que el ACM ingresaría unido a las LDL al espacio subendotelial o bien ingresaría 

directamente y se uniría allí a las LDL funcionando como un sistema antioxidante adicional al 

alfa-tocoferol, previniendo la oxidación producida por las ROS emitidas por distintos tipos 
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celulares (macrófagos, células endoteliales, células musculares lisas, etc). 

Por otro lado, el estrés oxidativo puede contribuir a la iniciación, promoción y mantenimiento 

del desarrollo tumoral (Glasauer and Chandel 2014) y las propiedades antioxidantes de varios 

AE y monoterpenos (incluído el Li) han sido ampliamente asociadas con mecanismos de acción 

antitumorales (A. C. De Sousa et al. 2004; Akrout et al. 2011; Lin et al. 2018; Yang et al. 2017). 

Se reportó también que los AE de las hojas de Pelargonium graveolens (geranio) y de Citrus 

reticulata fueron capaces de eliminar radicales libres con las mismas concentraciones con las 

cuales inhibieron la viabilidad en dos líneas celulares de leucemia promielocítica humana (Fayed 

2009). Estos reportes bibliográficos coinciden con los resultados obtenidos en el presente 

trabajo, en donde el ACM demostró poseer actividad antioxidante a la vez que condujo a la 

inhibición de la viabilidad en varias líneas celulares, o a la reducción del crecimiento tumoral de 

células A549 implantadas en ratones nude. 

El ACM demostró poseer capacidad antioxidante en todo el rango de concentraciones 

ensayadas. Sin embargo, si bien el efecto antioxidante de un compuesto se considera 

beneficioso ya que colabora con la eliminación de las ROS adquiriendo así propiedades 

quimiopreventivas, antiaterogénicas y antiinflamatorias, entre otras, también las ROS pueden 

resultar beneficiosas ya que inducen señales de muerte celular, senescencia y/o arresto celular 

(Glasauer and Chandel 2014) pudiendo utilizarse en terapias quimioterapéuticas. Por otro lado, 

dependiendo de las concentraciones utilizadas, algunos compuestos pueden inducir efectos 

antioxidantes o prooxidantes, por lo que la administración de antioxidantes debe ser 

previamente evaluada (dosis, frecuencia, etc) para lograr los objetivos deseados.   

En función de los resultados obtenidos y la bibliografía reportada, se proponen dos mecanismos 

de acción antioxidante de los componentes del ACM en las células. Por un lado, actuarían como 

scavengers neutralizando radicales libres. Por otro lado, incrementarían la expresión génica de 

enzimas responsables de la homeostasis del estado redox celular, que se evidencia con el 

aumento de  la actividad de las mismas. 

En este contexto, el consumo de los antioxidantes a través de la dieta parece jugar un papel 

importante en la protección de las células y los tejidos contra el daño oxidativo y 

consecuentemente, en la prevención de varios eventos patológicos como son la aterosclerosis y 

el cáncer (Herrera et al. 2009; Kotecha, Takami, and Espinoza 2016). 
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VIII.1. Conclusiones 

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se deducen las siguientes 

conclusiones: 

 El ACM variedad Dancy contiene compuestos volátiles (monoterpenos) y no volátiles 

(carotenoides). Más del 90% de la fracción volátil corresponde al Li y el resto a distintos 

compuestos isoprenoides. 

 Concentraciones del ACM que no inhiben la proliferación y/o viabilidad celular:  

 Disminuyen la síntesis de colesterol en células hepáticas (HepG2) mediante la 

inhibición en distintos puntos de la VM. A bajas concentraciones (<60 µL/l), se 

sugiere la inhibición de enzimas río abajo del FPP, mientras que a altas 

concentraciones (≥60µL/l) se inhibirían las enzimas río arriba del mismo.  

 Disminuyen la incorporación de 14C-Acetato en DAG, TG y FL en las células hepáticas, 

sugiriendo la inhibición de la síntesis de estas especies lipídicas. 

 Reducen el contenido de los depósitos lipídicos en células espumosas (RAW 264.7). 

 Concentraciones del ACM que inhiben la proliferación y/o viabilidad celular: 

 Ejercen mayor efecto inhibitorio en las líneas tumorales HepG2 y A549 (en un rango 

de 113-176 µL/L), que su componente mayoritario el Li (en un rango de 157-195 

µL/L), lo que sugiere que la combinación de los distintos compuestos presentes en el 

ACM, generaría un efecto sinérgico o aditivo sobre la inhibición de la viabilidad 

celular. 

 En células A549 arrestan el ciclo celular en las fases G2/M y G0/G1, incrementan la 

ciclina B1, disminuyen la ciclina E (demostrando la inhibición del ciclo celular) e 

inducen apoptosis, sugiriendo que estos efectos serían los posibles mecanismos 

antiproliferativos. 

 Reducen el crecimiento tumoral de células A549 implantadas en ratones nude e 

inducen apoptosis en el tejido tumoral sin provocar toxicidad sistémica. 

 Disminuyen los niveles de proteínas Ras unida a membrana plasmática tumoral, 

sugiriendo que éste podría ser uno de los mecanismos moleculares por los cuales se 

inhibiría la proliferación celular y/o se desencadenaría la apoptosis. 
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 El ACM disminuye los niveles de peroxidación lipídica en LDL humanas y en células en 

cultivo e incrementa la actividad de las enzimas CAT, SOD y GST, demostrando así sus 

propiedades antioxidantes. 

Las alteraciones en el metabolismo lipídico se han relacionado tradicionalmente con diversas 

patologías, como obesidad y enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, estudios recientes 

han revelado que estas disfunciones también juegan un papel importante en el proceso de la 

carcinogénesis. Por lo tanto, la búsqueda de compuestos naturales que modulen el 

metabolismo lipídico, así como la comprensión de sus mecanismos de acción moleculares, 

resultan fundamentales para el avance en nuevas estrategias terapéuticas.  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo y esquematizados en el modelo propuesto en la 

Figura VIII.1 contribuyen a un mayor entendimiento de los mecanismos mediante los cuales el 

ACM actúa sobre el metabolismo lipídico ejerciendo sus efectos hipolipogénico, antioxidante y 

antiproliferativo, evidenciando su potencial terapéutico para el tratamiento de dislipemias, 

aterosclerosis o cáncer. 
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Figura VII.1. Modelo propuesto para los mecanismos de acción del aceite de cáscara de mandarina 

(ACM) sobre el metabolismo lipídico y proliferación celular. Abreviaturas. AG: ácidos grasos; CAT: 

catalasa; Cdk: quinasa dependientes de ciclina; GST: glutatión S-transferasa; HMG-CoA: 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA; HMGCR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa; LDL: lipoproteínas de alta densidad; 

LDLox, lipoproteínas de alta densidad oxidadas; LDLR: receptor de lipoproteínas de alta densidad; LXR: 

receptor X hepático; OSC: 2,3-oxidoesqualeno: lanosterol ciclasa; ROS: especies reactivas del oxígeno; 

SOD: superoxido dismutasa; TG: triacilglicéridos. 
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