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células mononucleares de la sangre periférica como una posible alternativa de tratamiento
para la inflamación, con el objetivo de contribuir al inicio de una solución innovadora en
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a Dios, quien ha sido mi guía y fortaleza en todo momento. Sin su presencia y apoyo, este
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compartidos que me han recordado el valor de la compañía. A mi novio, por su motivación
constante, palabras de aliento y por recordarme siempre de mis capacidades, incluso en los
momentos más difíciles. Quiero expresar un especial agradecimiento a mi asesor de tesis,
PhD. Diego Archila, por su paciencia, conocimientos y orientación invaluable a lo largo de
este proyecto. Su dedicación y compromiso fueron fundamentales para el desarrollo de es-
te trabajo. También extiendo mi gratitud al Departamento de Electrónica, Mecatrónica y
Biomédica de la Universidad del Valle de Guatemala, por proporcionar las herramientas,
equipos y conocimientos necesarios para llevar a cabo este proyecto. Finalmente, reconozco
que este logro no habría sido posible sin la suma de todos estos apoyos, y espero que este
trabajo sea el inicio de nuevos avances en el ámbito de la salud y la ingeniería biomédica.
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Resumen

La inflamación es un proceso biológico subyacente en numerosas enfermedades, desde
desórdenes autoinmunes hasta condiciones cardiovasculares. La inflamación es un objetivo
clave en el desarrollo de nuevas terapias. En los últimos años, el interés por los compuestos
naturales como agentes antiinflamatorios ha crecido mundialmente, dada su menor toxicidad
y costos potencialmente más bajos en comparación con los fármacos sintéticos. Dentro de
estos compuestos, el orégano ha sido ampliamente estudiado por sus propiedades antioxi-
dantes y antifúngicas. Sin embargo, la evidencia sobre sus efectos directos en la regulación
de citoquinas proinflamatorias en células humanas es limitada, lo cual representa una brecha
en el conocimiento actual sobre sus mecanismos de acción. Este estudio tiene como objetivo
investigar el potencial antiinflamatorio del extracto de orégano en células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) humanas. Para ello, se llevó a cabo el proyecto para poder evaluar
la expresión de citoquinas, como IL-6, IL-1 e IL-8, mediante la técnica de qPCR en tiempo
real, bajo condiciones de inflamación inducida. Esta investigación podría dar las bases para
el uso del orégano como alternativa terapéutica en enfermedades inflamatorias, aportando
evidencia científica sólida que respalde su efecto y viabilidad en aplicaciones clínicas.
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Abstract

Inflammation is an underlying biological process in numerous diseases, ranging from au-
toimmune disorders to cardiovascular conditions. It represents a key target in the develop-
ment of new therapies. In recent years, interest in natural compounds as anti-inflammatory
agents has grown worldwide, given their lower toxicity and potentially reduced costs com-
pared to synthetic drugs. Among these compounds, oregano has been widely studied for
its antioxidant and antifungal properties. However, evidence regarding its direct effects on
the regulation of pro-inflammatory cytokines in human cells is limited, representing a gap
in the current understanding of its mechanisms of action. This study aims to investigate
the anti-inflammatory potential of oregano extract in human Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMCs). To achieve this, the project evaluated the expression of cytokines, such as
IL-6, IL-1, and IL-8, using real-time qPCR under conditions of induced inflammation. This
research could lay the groundwork for the use of oregano as a therapeutic alternative in in-
flammatory diseases, providing robust scientific evidence to support its effects and feasibility
for clinical applications.
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CAPÍTULO 1

Introducción

La inflamación se conforma de un mecanismo fisiológico de defensa esencial para la re-
paración del organismo. Sin embargo, cuando no se posee un control o esta se manifiesta de
manera crónica, puede llegar a desencadenar alteraciones celulares que contribuyen al desa-
rrollo de diversas patologías. Este desequilibrio impulsa la búsqueda de posibles alternativas
capaces de modular la respuesta antiinflamatoria.

Las posibles alternativas de origen natural han generado interés, en especial aquellas
que se derivan de plantas con potencial bioactivo. Entre ellas, el orégano ha sido reconocido
por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. No obstante, su efecto directo sobre
las células mononucleares periféricas humanas vinculadas al proceso inflamatorio permanece
poco explorado.

Se planteó la necesidad de evaluar el impacto del extracto de orégano sobre parámetros
moleculares en la inflamación celular y la expresión de citoquinas proinflamatorias. En es-
te contexto, se tuvo como finalidad analizar la influencia sobre la expresión génica de las
citoquinas proinflamatorias en cultivos celulares, con el objetivo de generar evidencia que
sustente su posible uso como un agente modulador en procesos inflamatorios.
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CAPÍTULO 2

Antecedentes

La inflamación es una amplia variedad de procesos fisiológicos y patológicos, es una
respuesta compleja del sistema inmune ante diversos patógenos o irritantes. Actúa como
un mecanismo de defensa que involucra una serie de eventos celulares y moleculares [1].
Desde el punto de vista inmunológico, la inflamación se caracteriza por la activación de
diversas células como los macrófagos, neutrófilos y linfocitos, los cuales liberan citoquinas
proinflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6) [2].

El tratamiento de la inflamación suele seguir pautas médicas que varían según la causa
del problema. Entre los fármacos más utilizados se encuentran los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE ) y los corticosteroides [3]. Los AINE inhiben la ruta de la ciclooxigenasa
(COX ), reduciendo la síntesis de prostaglandinas, la inflamación y el dolor [4]. Los AINE
más comunes y utilizados son el diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, meloxicam, naproxeno,
entre otros [5].

La reducción de inflamación con extractos de plantas se puede rastrear a lo largo de
la historia [6]. A diferencia de los AINE, se cree que las plantas medicinales inhiben rutas
inflamatorias distintas, como se observó en un estudio que demostró la inhibición de la vía de
NF-κB por la cúrcuma (Curcuma longa), siendo este un ejemplo notable [7]. Otras plantas
medicinales con propiedades antiinflamatorias incluyen el jengibre (Zingiber officinale), que
ha demostrado reducir la producción de citoquinas proinflamatorias, el sauce blanco (Salix
alba), conocido por su contenido de salicina similar a los AINE, y la boswellia (Boswellia
serrata), que inhibe la síntesis de leucotrieno [8], [9].

Además de los AINE, otros medicamentos como los corticosteroides y los inhibidores de
TNF-α e IL-6 también tienen funciones antiinflamatorias [9].

Desde la antigua civilización humana, las plantas medicinales se han utilizado para curar
diversas dolencias. Las plantas medicinales y sus derivados constituyen la mayoría de los
fármacos utilizados clínicamente para tratar enfermedades [6]. Los compuestos naturales
se han utilizado durante mucho tiempo con fines antiinflamatorios, el conocimiento de la
farmacología ha mejorado el conocimiento sobre los extractos naturales y sus usos clínicos
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[10]. La medicina herbaria se ha utilizado para poder tratar diversas enfermedades y ha sido
efectiva debido a sus múltiples mecanismos de acción.

Un gran número de estudios han informado sobre los efectos antiinflamatorios y antimi-
crobianos de hierbas, en su mayoría de origen chino [11]. Existen datos etnofarmacológicos
de plantas medicinales, los cuales forman parte de un estudio etnobotánico a gran escala
sobre plantas útiles de las tribus Bakongo, el cual respalda el uso tradicional de algunas de
las especies contra la inflamación [12]. En el contexto del orégano se han realizado estudios
en donde se centran en la resistencia bacteriana abordando los efectos del orégano en células
bacterianas [11].
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CAPÍTULO 3

Justificación

La inflamación es la causa principal de discapacidad y mortalidad en la mayoría de la
población a nivel mundial [13]. Este tipo de respuesta inmune implica la activación y regu-
lación de diversas células, el no regular esta respuesta puede llegar a provocar enfermedades
crónicas, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas[14]. Las citoquinas proinfla-
matorias como la IL-1β , IL-6 e IL-8 son mediadores inflamatorios cuya sobreproducción
puede ocasionar un daño tisular, sin embargo el cuerpo cuenta con mecanismos de inac-
tivación de la inflamación con la liberación de citoquinas antiinflamatorias y linfocitos T
reguladores que ayudan a disminuir esta respuesta, sin embargo no siempre es efectivo este
mecanismo[2].

Los tratamientos convencionales sintéticos suelen en muchos casos provocar efectos se-
cundarios no deseados. Estos medicamentos, aunque son eficaces para reducir la inflamación
y aliviar el dolor en muchas personas, también están asociados con una serie de efectos se-
cundarios no deseados que pueden comprometer la salud a mediano y largo plazo[15]. Los
fármacos antiinflamatorios AINE suelen utilizarse habitualmente, sin embargo estos pueden
causar perforaciones gastrointestinales, úlceras pépticas, enteropatía del intestino delgado,
hipertensión arterial y aumento del riesgo de eventos cardiovasculares[15][5].

La búsqueda de alternativas para el tratamiento de la inflamación se ha vuelto crucial
debido a los potenciales efectos adversos que pueden acompañar el uso de fármacos comer-
ciales antiinflamatorios[16]. Los extractos de plantas medicinales han demostrado ser una
posible alternativa debido a los múltiples mecanismos de acción y su menor riesgo a efec-
tos secundarios. El orégano (Origanum vulgare) es una de estas plantas, conocida por sus
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes[17]. El orégano se mencionó por primera vez
en la biblia, fue una parte importante de los ritos de purificación y se usaba como medicina
antiinflamatoria[18].

El orégano se caracteriza principalmente por la presencia dominante de carvacrol y/o
timol, el cúal es un agente antiinflamatorio[19]. Se demostró una marcada actividad anal-
gésica del extracto de la planta como aceite esencial de orégano utilizando como método
la respuesta de la cola en ratones albinos machos[19]. Se han estudiado los efectos de los
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extractos de metanol en el extracto de orégano en la actividad antiagregante plaquetaria
humana, que está relacionada con el conocido mecanismo de acción de los AINE mediante
la inhibición de la vía metabólica de las prostaglandinas[20].

El acceso mundial a medicamentos antiinflamatorios asequibles representa un desafío
significativo para una parte considerable de la población, especialmente para aquellos con
recursos económicos limitados. Aproximadamente 2 mil millones de personas no tienen ac-
ceso a medicamentos básicos[20].La Organización Mundial de la Salud (OMS) promueve el
desarrollo de listas de medicamentos esenciales (LME) nacionales con el fin de mejorar la
disponibilidad y el uso de los medicamentos considerados esenciales dentro de los sistemas
de atención de salud. Sin embargo, a pesar de más de tres décadas de esfuerzos internacio-
nales, los estudios muestran un patrón inconsistente en la disponibilidad de medicamentos
esenciales[21].

La producción global del orégano es estimada en alrededor de 15,000 toneladas, siendo
Turquía el principal productor seguido de México, por lo que es una planta que se encuentra
con facilidad y es económicamente accesible. Es una planta aromática cultivada en varias
regiones del mundo, cuyo valor comercial se debe a sus características como especia, condi-
mento y propiedades medicinales[22].

El orégano es una hierba comúnmente disponible y económicamente accesible, por lo que
ha sido objeto de interés debido a su posible potencial para mitigar procesos inflamatorios.
La evidencia científica sobre su eficacia en cultivos celulares específicos, como las células mo-
nonucleares de la sangre periférica, es limitada. Por lo que explorar las posibles propiedades
antiinflamatorias del orégano emerge como una oportunidad prometedora para ofrecer una
posible alternativa y/o complemento de tratamiento accesible a la población.
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CAPÍTULO 4

Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el potencial antiinflamatorio de extractos del orégano en cultivos de células
mononucleares de la sangre periférica como una posible alternativa de tratamiento para
inflamación.

4.2 Objetivos específicos

Obtener el extracto de orégano por el método de extracción con solvente.

Aislar células mononucleares de sangre periférica (PMBC) de donantes individuales.

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto en cultivos celulares de PBMC.

Analizar el efecto del orégano en la expresión génica de las citoquinas inflamatorias
(IL-1, IL-6 y IL-8).
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CAPÍTULO 5

Alcance

Este proyecto se centra en evaluar la expresión génica de citoquinas proinflamatorias (IL-
1, IL-6 e IL-8) en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) expuestas a extractos
de orégano, utilizando qPCR en tiempo real como principal método de análisis. Con esta
metodología, buscamos determinar si el extracto de orégano tiene un efecto antiinflamatorio
en términos de modulación de la expresión de estos mediadores inflamatorios, aunque sin
profundizar en mecanismos moleculares específicos ni en respuestas celulares más amplias.
Las células PBMC fueron expuestas a cuatro condiciones experimentales: (1) un grupo con-
trol sin ningún tratamiento, (2) un grupo tratado solo con extracto de orégano, (3) un grupo
con inflamación inducida mediante fitohemaglutinina (PHA) y (4) un grupo expuesto tanto
a PHA como al extracto de orégano simultáneamente. Este diseño experimental permite
observar cómo el orégano influye en la expresión de citoquinas tanto en condiciones nor-
males como en un entorno inflamatorio inducido, y explorar su potencial modulador de la
inflamación. Es importante destacar que este estudio no pretende brindar una conclusión
definitiva sobre la eficacia clínica del orégano como tratamiento antiinflamatorio en seres
humanos. Las pruebas realizadas se limitaron a un ambiente de laboratorio en condiciones
controladas. Este enfoque permite una aproximación inicial al potencial del orégano. No se
incluyen evaluaciones de otros componentes bioactivos del orégano ni comparaciones con
otros tratamientos antiinflamatorios. Tampoco se exploran efectos secundarios ni se realizan
pruebas en modelos animales o humanos. Los métodos empleados se restringen a la observa-
ción de la expresión génica mediante qPCR en tiempo real, sin incluir análisis funcionales de
las citoquinas producidas ni estudios que midan directamente la reducción de la inflamación
en un contexto fisiológico. Este proyecto ofrece una visión preliminar y específica del posible
efecto del extracto de orégano sobre la expresión génica de citoquinas en células humanas en
condiciones controladas. Los resultados presentados en los siguientes capítulos deben ser in-
terpretados en este contexto exploratorio y no como evidencia concluyente de una alternativa
terapéutica. Estudios adicionales serán necesarios para investigar la aplicabilidad clínica del
orégano, incluyendo modelos pre clínicos que evalúen su eficacia y seguridad en condiciones
más controladas y en entornos biológicos más complejos.

7



CAPÍTULO 6

Marco teórico

6.1. Inflamación

La inflamación es una respuesta inmunitaria producida como un mecanismo de defensa
del cuerpo [23]. Es un proceso en el cual el sistema inmunológico reconoce algún tipo de
daño o infección producido en una célula[24]. La inflamación es una respuesta en la cual
participan células inflamatorias las cuales se encargan de identificar los tejidos afectados
para comenzar con el proceso de reparación en las partes dañadas de la célula [25]. En la
Figura 1, se puede observar cómo se representa el proceso inflamatorio en una lesión de un
tejido muscular.

Figura 1: Representación general de la inflamación ante una lesión de un tejido y su proceso natural
de mecanismo de defensa.

Fuente: Extraído de [26]
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6.1.1. Tipos de inflamación

La inflamación puede ser crónica o aguda. La crónica también se conoce como inflamación
lenta y prolongada que dura periodos prolongados, de meses a años[23]. La crónica está
asociada con una variedad de enfermedades crónicas, como la artritis, la enfermedad de
Crohn y la obesidad. En la inflamación crónica las células inflamatorias, como los macrófagos,
se activan y liberan mediadores inflamatorios que provocan un daño tisular progresivo. Este
daño contribuye al desarrollo y progreso de las enfermedades crónicas[1]. La inflamación
aguda es una respuesta rápida del cuerpo [27]. Se produce a causa de un daño tisular debido
a traumatismos, invasiones microbianas o compuestos nocivos[23]. Es un tipo de inflamación
que comienza rápidamente pero que se puede volver grave en poco tiempo. Los síntomas
en este tipo de inflamación pueden durar unos días, un ejemplo puede ser una celulitis o
neumonía aguda [23]. Un tipo de inflamación que se genera entre la inflamación aguda y
crónica es llamada subaguda, la cúal se presenta en un periodo de tiempo de 2 a 6 semanas.

6.1.2. Mecanismos fisiológicos de la inflamación

La característica fisiológica de la inflamación es que comienza con una inflamación de tipo
aguda continua y a medida que la inflamación persiste se vuelve crónica. Durante la fase
inicial se produce la vasodilatación en los vasos sanguíneos cercanos al sitio afectado[28].
“Este proceso de inflamación se caracteriza por la expansión de los vasos sanguíneos, el
aumento del flujo sanguíneo, la permeabilidad capilar y la migración de neutrófilos al tejido
infectado a través de la pared capilar”[23]. En el área afectada es común ver la presencia de
enrojecimiento, hinchazón y dolor [27].

6.1.3. Mecanismos moleculares y célulares de la inflamación

Durante la inflamación a nivel molecular este proceso está mediado por una serie de me-
diadores, algunos de los mediadores son las citocinas proinflamatorias, como lo es el factor
de necrosis tumoral alfa (( TNF-α) y la interleucina-1 (IL-1)), al igual que los mediadores
lipídicos como lo son las prostaglandinas y leucotrienos [29]. Los mediadores inflamatorios
son los encargados de coordinar la respuesta inflamatoria modulando la función vascular,
la migración, activación de los leucocitos y producción de otras moléculas inflamatorias[1].
La inflamación también activa los factores de transcripción, como lo es el factor NF-κB, el
cual se encarga de regular la expresión génica de los genes inflamatorios y contribuye a la
persistencia del proceso de inflamación [30]. A nivel celular la composición de los glóbulos
blancos cambia pronto y los macrófagos y linfocitos comienzan a reemplazar a los neutrófi-
los de vida corta[23]. Los linfocitos y demás células endoteliales se activan y migran hacia
donde la lesión se ha producido, cada célula cumple un papel importante durante la inflama-
ción[31]. Como se observa en la Figura 2, los macrófagos detectan los agentes patógenos y los
neutrófilos eliminan a los microorganismos invasores. Las células endoteliales se encargan de
regular la permeabilidad vascular en el sitio de la afección, esto permite facilitar la respuesta
inflamatoria y la reparación de los tejidos dañados[32].
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Figura 2: Representación gráfica de las funciones de las células durante la respuesta inflamatoria.

Fuente: Obtenido de [33]

6.1.4. Citoquinas inflamatorias IL-1, IL-6 e IL-8

Las citoquinas inflamatorias, como la interleucina-6 (IL-6), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-
18 (IL-8), son secretadas como respuesta a estímulos inflamatorios y actúan como mediadores
clave en la regulación y propagación de la respuesta inflamatoria [34]. La IL-6, producida
principalmente por linfocitos, macrófagos y fibroblastos, tiene la capacidad de inducir la pro-
ducción de proteínas involucradas en la regulación de la respuesta inmune. Esta citoquina
desempeña un papel importante tanto en la inflamación aguda como en la crónica [34]. En
presencia de antígenos, ya sean extraños o propios, las células inmunitarias del tejido, como
los macrófagos y las células dendríticas, secretan citoquinas como la IL-1 y el TNF- α, que
contribuyen a la activación de la respuesta inflamatoria [23]. La IL-1 tiene un rol central
en la activación de células inmunitarias, mientras que la IL-8 participa tanto en el proceso
inflamatorio como en la respuesta inmune adaptativa. Esta última es especialmente relevan-
te en la inmunidad innata, proporcionando una defensa inmediata frente a patógenos [35].
La interacción entre estas citoquinas es fundamental, y su desregulación podría contribuir
al desarrollo de enfermedades inflamatorias, evidenciando su importancia en la homeostasis
del sistema inmunológico [35].

6.2. Orégano

El orégano (Origanum vulgare) es una planta perenne de la familia Lamiaceae, amplia-
mente conocida por su uso culinario y medicinal. Existen más de 50 especies comercializadas
bajo el nombre común de orégano, predominando el orégano europeo (O. vulgare) y el oré-
gano mexicano (Lippia graveolens). Taxonómicamente, el orégano tiene representantes en
cuatro familias: Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae y Verbenaceae, siendo las dos últimas las
más reconocidas, con registros de 24 a 61 especies distribuidas en 16 a 27 géneros[36]. Es
una planta originaria de Europa y Asia. Es una planta que se cultiva en diversas regiones
del mundo[22]. Esta planta puede alcanzar una altura de entre 20 y 80 cm, y presenta tallos
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erguidos y ramificados. Sus hojas son opuestas, ovaladas, color verde oscuro y pueden medir
entre 2 y 4 cm de largo. Las flores del orégano son pequeñas y suelen ser de color rosado,
morado o blanco, estas se agrupan en inflorescencias terminales tipo espiga. El orégano crece
en climas templados y suelos bien drenados[36].

Figura 3: Planta de orégano, Origanum vulgare. Conocido también como orégano de hoja pequeña.

Fuente: Obtenido de [37]

6.2.1. Compuestos del orégano

La composición química del orégano es una amplia combinación de compuestos bioacti-
vos, los cuales son responsables de sus propiedades aromáticas y medicinales. Se han identifi-
cado flavonoides como la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes alifáticos, compuestos
terpénicos y derivados del fenilpropano[38]. El orégano tiene compuestos polifenólicos (PC)
los cuales son la segunda categoría de compuestos más comunes en la naturaleza. Incluye
una amplia gama de compuestos con al menos una unidad aromática o fenol y un grupo
hidroxilo, correspondiendo una clasificación general a flavonoides y no-flavonoides[39].Los
flavonoides son los PC con mayor bioactividad y se cree que son potenciadores de la salud
y suplementos preventivos con alto valor nutricional y terapéutico, los cuales sugieren una
actividad antibacteriana y antiinflamatoria[39].

11



Figura 4: Estructura química de los principales componentes en orégano.

Fuente: Obtenido de [38]

6.2.3. Usos tradicionales y aplicaciones

El orégano se cultiva por su demanda en el sector farmacéutico, en el de los licores
y cosméticos, además de la industria alimentaria[40]. Su mayor presentación de comercia-
lización industrial y farmacéutica es su aceite esencial, el cual se emplea como fragancia
en jabones, perfumes y cosméticos.También la herboristería lo consume ampliamente, por
sus propiedades tónicas, digestivas, estomacales y antiasmáticas además de las propiedades
antibacterianas, antifúngicas, antiparasitarias, antimicrobianas y antioxidantes[36].

6.2.4. Propiedades medicinales

6.2.4.1. Propiedades antifúngicas

Existen múltiples estudios que respaldan la actividad antifúngica de los extractos de
diferentes especies de orégano. Estas propiedades lo convierten en una opción prometedora
en aplicaciones antimicóticas, especialmente por su capacidad para combatir infecciones
causadas por hongos[41].
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6.2.4.2. Propiedades antibacteriales

El orégano ha demostrado eficacia frente a diversas bacterias. Los aceites esenciales del
género Origanum presentan actividad antibacteriana contra bacterias gramnegativas como
Salmonella typhimurium, Escherichia coli y otras especies [38]. En un estudio, el extracto
etanólico de una línea clonal de orégano inhibió la acción de Listeria monocytogenes en
medios de cultivo y productos cárnicos [42]. Además, en distintas culturas, se utiliza tra-
dicionalmente para tratar enfermedades respiratorias como gripe, tos, asma y bronquitis
[40]. Los monoterpenos oxigenados presentes en el orégano han demostrado actividad anti-
bacteriana al inhibir el crecimiento de microorganismos [43]. Asimismo, posee propiedades
antiinflamatorias, al reducir la producción de mediadores como las prostaglandinas. Este
efecto se atribuye a su capacidad para inhibir enzimas clave en la respuesta inflamatoria, lo
que respalda su uso como suplemento alimenticio para mejorar la salud y mitigar procesos
inflamatorios [43].

6.2.3. Efectos antiinflamatorios de compuestos naturales

Los compuestos naturales desempeñan un papel crucial en la modulación de procesos
inflamatorios. En particular, muchos alimentos contienen fitoquímicos como carotenoides,
flavonoides y polifenoles, que están presentes en frutas y hortalizas como fresas, aránda-
nos, manzanas, cítricos, granada, coles, coliflor, espinacas y acelgas, entre otros [44]. Estos
compuestos poseen propiedades antiinflamatorias gracias a su capacidad antioxidante y su
habilidad para modular las vías de señalización celular implicadas en la inflamación. En el
caso de especias y hierbas, el ajo, el romero y el azafrán destacan por contener sustancias
como bromelina, crocina y compuestos fenólicos, los cuales ofrecen potentes características
antiinflamatorias [45]. Entre los compuestos más comunes con actividad antiinflamatoria se
encuentran la curcumina (derivada de la cúrcuma), el gingerol (proveniente del jengibre),
el parthenolide, las cucurbitacinas, el 8-cineol, el lyprinol y diversos flavonoides [46]. Estos
compuestos han demostrado mecanismos de acción antiinflamatorios específicos, como la
inhibición de enzimas clave en la inflamación, incluida NF-κ κB [46]

6.2.3. Efectos antiinflamatorios de compuestos naturales

Los compuestos naturales desempeñan un papel crucial en la modulación de procesos
inflamatorios. En particular, muchos alimentos contienen fitoquímicos como carotenoides,
flavonoides y polifenoles, que están presentes en frutas y hortalizas como fresas, aránda-
nos, manzanas, cítricos, granada, coles, coliflor, espinacas y acelgas, entre otros [44]. Estos
compuestos poseen propiedades antiinflamatorias gracias a su capacidad antioxidante y su
habilidad para modular las vías de señalización celular implicadas en la inflamación. En el
caso de especias y hierbas, el ajo, el romero y el azafrán destacan por contener sustancias
como bromelina, crocina y compuestos fenólicos, los cuales ofrecen potentes características
antiinflamatorias [45]. Entre los compuestos más comunes con actividad antiinflamatoria se
encuentran la curcumina (derivada de la cúrcuma), el gingerol (proveniente del jengibre),
el parthenolide, las cucurbitacinas, el 8-cineol, el lyprinol y diversos flavonoides [46]. Estos
compuestos han demostrado mecanismos de acción antiinflamatorios específicos, como la
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inhibición de enzimas clave en la inflamación, incluida NF-κB [46].

6.2.3.1. Compuestos naturales en la medicina

En la medicina convencional actualmente se utilizan diversos compuestos naturales como
fármacos. Un ejemplo de esto es la aspirina, la aspirina es derivada de plantas con silica-
tos[45]. Otro compuesto natural utilizado es el 8-cineol como tratamiento de enfermedades
respiratorias como el asma y bronquitis. La goma de resina de Boswellia (incieso) se uti-
liza en formulaciones farmacéuticas tambien para aliviar problemas de artritis[46]. En la
medicina comercial los compuestos naturales se han integrado junto con los tratamientos
convencionales. La utilización de plantas medicinales se ha implementado significativamente
para poder combatir enfermedades y lograr mejorar la calidad de vida. El uso de este tipo
de medicina es global y en especial se centra en las comunidades rurales donde no tienen
acceso a la medicina moderna[46].

6.3. Método de extracción del orégano

6.3.1. Extracción con solvente

La extracción con solvente consiste en realizar una separación de componentes por medio
de la extracción sólido-líquido, en donde se extrae un soluto de un sólido[47].En este método
de extracción el solvente fluye a través del sólido disolviendo los componentes y permitiendo
la reparación de los componentes[47]. Con la extracción sólido-líquido se puede extraer com-
ponentes solubles de sólidos con ayuda de un solvente como el etanol o metanol.Un ejemplo
de la vida cotidiana es la preparación de la infusión de café. En este proceso, la sustancia
aromática del café (soluto) se extrae con agua (disolvente) del café molido (material de
extracción, formado por la fase portadora sólida y el soluto)[48].
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Figura 5: Esquema de la extracción; antes de la extracción (izquierda) y después de la extracción
(derecha).

Fuente: Obtenido de [49]

Para la extracción de plantas se puede utilizar etanol o metanol, estos disolventes son
capaces de tener un balance entre su capacidad de disolución y su toxicidad. El material
vegetal debe de ser macerado previamente para facilitar su extracción. Al finalizar con el
proceso de extracción y luego de dejarlo reposar entre 48 a 72 horas , el disolvente se evapora,
se filtra el extracto para finalizar para obtener un producto final de calidad[50].

6.3.2. Liofilización

La liofilización es un proceso de deshidratación, se caracteriza por conservar la forma,
volumen, composición y cualidades internas de la muestra, lo que permite conservarla.Este
proceso consta de congelar una muestra y luego reducir su presión para que el agua congelada
se sublima directamente de la fase sólida a gaseosa sin pasar por el estado líquido[51]. Este
proceso consta de varias etapas, en la primera etapa se inicia con el congelamiento de la
muestra a una temperatura entre los -40 °C ó -70 °C. En la segunda etapa se reduce la
presión hasta crear un vacío cercano a los 0.001mbar y se finaliza con el calentamiento de la
muestra que produce la sublimación del agua y la recuperación del material liofilizado[52].
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Figura 6: Diagrama de fases del agua en el que se muestra el fenómeno de la sublimación del hielo.

Fuente: Obtenido de [52]

6.4. Expresión génica

La expresión génica es el proceso por el cual la información codificada por un gen se
utiliza para producir moléculas de ARN que codifican proteínas o moléculas de ARN no
codificantes con funciones específicas [53]. Este proceso es fundamental, ya que permite la
conversión de la información genética contenida en el ADN en proteínas funcionales. La
célula utiliza la expresión génica para producir las moléculas necesarias mediante la lectura
del código genético en el ADN, y este proceso varía según las necesidades del organismo.
Los genes pueden activarse o desactivarse en diferentes momentos, y su expresión puede ser
influenciada por factores químicos o ambientales [54]. La expresión génica está regulada en
diferentes niveles, incluyendo la transcripción, la traducción y la modificación postraduc-
cional. A nivel transcripcional, los factores de transcripción desempeñan un papel central
al unirse a secuencias específicas del ADN llamadas elementos promotores o potenciadores.
Un ejemplo destacado es el factor de transcripción NF-κB, que se activa en respuesta a
estímulos inflamatorios, como la presencia de citoquinas proinflamatorias (IL-1β y TNF-α).
Este factor regula la transcripción de genes clave involucrados en procesos inflamatorios,
como IL-6 y COX-2 [55]. Otro factor relevante es STAT3, que actúa en la vía JAK-STAT en
respuesta a señales de citoquinas como IL-6, promoviendo la expresión de genes relacionados
con la inflamación y la proliferación celular [56]. Además, los receptores extracelulares son
esenciales para la regulación de la expresión génica. Los receptores Toll-like (TLR) detec-
tan patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) y activan cascadas intracelulares
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que culminan en la activación de factores de transcripción como NF-κB. Por otro lado, los
receptores de citoquinas, como el receptor de IL-6, median respuestas inflamatorias a través
de vías de señalización como JAK-STAT y MAPK, regulando tanto genes proinflamatorios
como antiinflamatorios [57].

6.4.1. Estudios en los que se evalua la expresión génica

Existen diversas técnicas que se utilizan actualmente para evaluar la expresión génica,
permitiendo detectar y cuantificar la presencia de ARN mensajero (ARNm) específico. En-
tre las técnicas más comunes se encuentran el Northern blot, la protección de RNAsa, la
RT-PCR y la hibridación in situ. Estas herramientas son ampliamente empleadas para estu-
dios diagnósticos y de investigación, ya que permiten detectar transcritos incluso en niveles
bajos. Esto es particularmente valioso en el análisis de enfermedades infecciosas, genéticas,
metabólicas, neoplásicas e inmunes [58]. Además, métodos como la RT-PCR han demostrado
ser útiles para cuantificar cambios relativos en la expresión génica, lo que ha fortalecido su
aplicación en estudios biomédicos y diagnósticos clínicos. En la actualidad, la investigación
sobre el efecto de compuestos naturales en la regulación de la expresión génica ha crecido
significativamente. Por ejemplo, se ha demostrado que el orégano (Origanum vulgare) posee
propiedades antiinflamatorias atribuidas a sus compuestos bioactivos, como el carvacrol y
el timol. En un estudio in vitro, el tratamiento con estos compuestos en macrófagos esti-
mulados con lipopolisacáridos (LPS) mostró una reducción significativa en la expresión de
citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-1 y TNF-α. Este hallazgo destaca el potencial de
los compuestos del orégano para modular genes clave en procesos inflamatorios [59]. Otros
compuestos naturales también han sido objeto de estudio debido a su capacidad para influir
en la expresión génica. La curcumina, un componente bioactivo de la cúrcuma (Curcuma
longa), ha demostrado inhibir la activación de NF-κ, lo que reduce la transcripción de genes
proinflamatorios. Estudios preclínicos han evidenciado que este compuesto disminuye sig-
nificativamente la expresión de IL-1 y TNF-α en modelos de inflamación inducida [7]. De
manera similar, el resveratrol, un polifenol presente en uvas, ha sido identificado como un
modulador epigenético al activar SIRT1. Esto resulta en la supresión de NF-κ y en el au-
mento de la expresión de genes antiinflamatorios, como IL-10, destacando su papel protector
en procesos inflamatorios y enfermedades asociadas [60].

6.5. ARN y su rol en la expresión génica

El ARN (ácido ribonucleico) es una biomolécula esencial que desempeña un papel crucial
en la transferencia de información genética, la síntesis de proteínas y la regulación de múl-
tiples procesos celulares. A diferencia del ADN, el ARN es una molécula de cadena sencilla
compuesta por ribosa como azúcar y bases nitrogenadas que incluyen uracilo en lugar de
timina. Existen diferentes tipos de ARN, como el ARN mensajero (mRNA), ARN de trans-
ferencia (tRNA) y ARN ribosomal (rRNA), así como ARN no codificantes, que cumplen
funciones regulatorias fundamentales [61]. En el contexto de la regulación de la expresión
génica, el ARN es el intermediario esencial entre el ADN y las proteínas. Durante la trans-
cripción, el ARN mensajero (mRNA) se sintetiza como una copia complementaria del ADN,
llevando la información genética necesaria para la síntesis de proteínas en los ribosomas. En
procesos inflamatorios, se ha observado un aumento en los niveles de mRNA de genes que
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codifican para citoquinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-α, lo que refleja la activación
de vías moleculares que median la respuesta inflamatoria frente a estímulos como infecciones
o lesiones tisulares [62]. Además del mRNA, los ARN no codificantes, como los microARN
(miARN), desempeñan un papel clave en la regulación postranscripcional de la expresión
génica. Los miARN son pequeñas moléculas de ARN de aproximadamente 20-25 nucleótidos
que regulan la expresión génica al unirse a secuencias complementarias en el mRNA, lo que
puede conducir a su degradación o a la inhibición de su traducción. Este mecanismo permite
un control fino de los niveles de proteínas expresadas por un gen [63]. En el contexto de
la inflamación, los miARN tienen funciones destacadas en la modulación de la respuesta
inmune. Por ejemplo, el miR-146a actúa como un regulador negativo al inhibir la vía de
señalización de NF-κB, un factor de transcripción clave en la expresión de genes proinfla-
matorios. Este miARN también regula otras moléculas implicadas en la inflamación, como
TRAF6 (factor asociado al receptor de TNF) e IRAK1 (quinasa asociada al receptor de
IL-1), reduciendo así la intensidad y duración de la respuesta inflamatoria [64]. Otros ARN
no codificantes, como los ARN largos no codificantes (lncRNA), también están implicados
en la regulación de procesos inflamatorios. Estos lncRNA pueden interactuar directamente
con factores de transcripción, actuar como plataformas de ensamblaje molecular o funcionar
como esponjas moleculares para secuestrar miARN, modulando su función. Por ejemplo, el
lncRNA MALAT1 ha mostrado regular la expresión de genes relacionados con la inflama-
ción en enfermedades crónicas [65]. En conjunto, el ARN no solo actúa como intermediario
en la síntesis de proteínas, sino que también desempeña roles regulatorios fundamentales
en la homeostasis celular y en la respuesta inflamatoria. El estudio del ARN ha permitido
avances significativos en la comprensión de patologías inflamatorias, lo que abre la puerta al
desarrollo de terapias innovadoras basadas en ARN, como los ARN interferentes pequeños
(siRNA) o los antagomiRs, diseñados para modular la actividad de miARN específicos [66].

6.6. RT-PCR: técnica y aplicaciones

La RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) es una técnica amplia-
mente utilizada para estudiar la expresión génica. Esta metodología convierte ARN en ADN
complementario (cDNA) mediante la acción de la transcriptasa inversa, seguida de la ampli-
ficación del ADN por PCR. Su alta sensibilidad permite detectar niveles bajos de mRNA,
lo que la hace ideal para analizar la regulación de genes relacionados con la inflamación[67].
En estudios de inflamación, esta técnica se utiliza frecuentemente para medir los niveles de
expresión de genes como IL-6, TNF-α e IL-1β en células tratadas con extractos naturales.

6.7. PCR cuantitativa (qPCR) y sus variantes

La PCR cuantitativa (qPCR) permite medir la cantidad de ADN amplificado en tiem-
po real, proporcionando información precisa sobre la expresión génica. Esta técnica puede
realizarse mediante dos métodos principales. El primero utiliza SYBR Green, un colorante
que se une al ADN de doble cadena y emite fluorescencia proporcional a la cantidad de
ADN amplificado. Aunque económica, esta técnica puede ser inespecífica debido a la unión
del colorante a cualquier ADN de doble hebra. El segundo método emplea sondas TaqMan,
que son específicas para una secuencia diana, ofreciendo mayor precisión y especificidad[67].
Además, la PCR digital (dPCR) es una variante más reciente que permite cuantificación
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absoluta dividiendo la muestra en miles de compartimentos individuales, lo que mejora la
sensibilidad en la detección de genes expresados a niveles muy bajos [68].
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CAPÍTULO 7

Metodología

7.1. Obtención del extracto de orégano

7.1.1. Recolección, secado del material vegetal y preparación

Se recolectaron varios tallos de orégano fresco (Origanum Vulgare) en el vivero El Pilar
ubicado en la zona 10 de la ciudad de Guatemala. Las muestras se secaron al aire libre en
un área sombreada y ventilada durante 96 horas, evitando exposición a la luz solar directa.
Una vez secas, las hojas se separaron de los tallos y se pesaron utilizando una balanza,
obteniendo, 50 g de peso seco de hojas deshidratadas. Para la obtención del extracto de
orégano, se utilizó etanol absoluto (Merck, Alemania), como disolvente y se utilizo una
relación de 10:1 (10 g de orégano por 100 ml de etanol). Esta proporción fue elegida para
maximizar la eficiencia de la extracción, asegurando una inmersión completa del material
vegetal [69]. Para la extracción con etanol se añadieron gradualmente 500 ml de etanol a
las hojas de orégano secas mientras se iba macerando con un mortero y pistilo. El proceso
se optimizó agregando más etanol debido a la cantidad de masa en hojas, se agregaron
gradualmente otros 500 ml. Seguidamente, se transfirió la mezcla a un frasco de vidrio
sellado, el cual fue cubierto con aluminio para evitar la exposición a la luz. Finalmente, la
mezcla se dejó macerar a temperatura ambiente durante 72 horas.

7.1.2. Filtrado y evaporación del disolvente

Después de la maceración, la mezcla se filtró 4 veces utilizando filtros de café y tela fina
hasta obtener un filtrado claro a manera de eliminar cualquier residuo sólido. Este proceso
se repitió hasta asegurar la claridad del filtrado. Posteriormente, se procedió a evaporar el
etanol contenido en el extracto. Para esto se transfirió el extracto a un vaso precipitado de
vidrio borosilicato y se calentó gradualmente bajo una campana de extracción utilizando una
estufa. La temperatura se monitoreó constantemente hasta alcanzar los 78 °C, el cual es el
punto de ebullición del etanol. Se mantuvo esta temperatura por dos minutos para asegurar
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la completa evaporación del disolvente, este proceso tomó aproximadamente 20 minutos. El
extracto concentrado resultante se recolectó con una espátula pequeña de acero inoxidable
y se almacenó en tubos de ensayo de 5 ml con tapa de rosca a -40 °C.

7.1.3. Liofilización del extracto

El extracto de orégano se sometió a un proceso de liofilización utilizando un liofilizador
(Pro Freeze Dryer, Harvest Right, Utah, USA). Para esto, la muestra se transfirió a cajas
petri de vidrio estériles y se liofilizó a una presión de 0.1 a 0.2 bar durante 24 horas. Después
de la liofilización, la muestra se molió hasta obtener consistencia de polvo y se transfirió a
un tubo cónico estéril previamente pesado con una balanza analítica. La balanza analítica
se taró luego de ya tener el dato del peso del tubo cónico para poder pesar la muestra dentro
del tubo. La muestra final se almacenó a -40 °C hasta su posterior análisis.

7.2. Obtención y preparación de muestras biológicas

7.2.1. Recolección de muestras de sangre de sujetos humanos

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de 6 individuos estudiantes adultos de la
Universidad Del Valle de Guatemala (UVG), sanos, a quienes se les extrajeron 10 cc de
sangre mediante flebotomía realizada por la doctora de la UVG. El estudio se llevó a cabo
respetando las normas éticas, con la aprobación del Comité de Ética en Investigación (CEI)
del Centro de Estudios en Salud (CES) bajo el número de protocolo 315-09-2024. El protocolo
fue establecido para el proyecto titulado “Evaluación del extracto de orégano en células
mononucleares de la sangre periférica como una posible alternativa de tratamiento para la
inflamación.”

7.2.2. Aislamiento de PBMC

Se transfirió 4 ml de sangre a tubos cónicos estériles de 15 ml bajo condiciones asépticas
y se añadió 5 ml de Ficoll-Paque (Cytiva) cuidadosamente a cada tubo cónico utilizando una
pipeta serológica estéril. Seguidamente, se superpuso un volumen adicional de 6 ml de Ficoll-
Paque sobre el primer volumen, asegurando una perturbación mínima al retirar lentamente
la pipeta del tubo. Este proceso se repitió para todas las muestras para facilitar la formación
óptima del gradiente. Los tubos preparados fueron centrifugados a 2000 RPM durante 15
minutos a temperatura ambiente. Luego de la centrifugación, se recolectó la capa de PBMC,
caracterizada por una nube blanca de células. Para asegurar un adecuado lavado de células,
el sobrenadante que contenía las células blancas fue transferido a tubos cónicos nuevos, sin
tener contacto de la capa de glóbulos rojos en el fondo de los tubos originales. Seguidamente,
se añadió PBS (solución salina tamponada con fosfato) a cada tubo, ajustando el volumen
total a 15 ml. Se realizó una segunda centrifugación a 1,000 RPM durante 8 minutos para
sedimentar las PBMCs. Después de la centrifugación, el sobrenadante fue completamente
descartado, dejando en el fondo el residual el cual fue resuspendido suavemente en 1 ml
de medio FD (medio criopreservante) para preservar las células. Finalmente, las PBMC
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resuspendidas en 1 ml de medio FD y se transfirieron a crioviales y se almacenaron a -80 °C
para su preservación hasta su análisis posterior.

7.2.3. Descongelación y preparación celular

Las células fueron descongeladas siguiendo un protocolo estandarizado para garantizar
su viabilidad. Inicialmente, los crioviales con las células fueron retirados del congelador -
80 °C y colocados inmediatamente en un baño maría a 37 °C. Los crioviales se agitaron
suavemente en el agua para acelerar el descongelamiento, monitoreando continuamente hasta
que quedara una pequeña bola de hielo en su interior, momento en el cual se consideró que
estaban listas para el siguiente paso. Una vez descongeladas, las células fueron transferidas
a un tubo de centrífuga de 15 mL que contenía 10 mL de medio de cultivo precalentado
para diluir el crioprotector (DMSO). Esta mezcla fue centrifugada a 1500 RPM durante 5
minutos a temperatura ambiente para remover el exceso de crioprotector. El sobrenadante
fue descartado cuidadosamente, y el pellet celular resultante fue resuspendido en 5 mL de
medio de cultivo fresco. Para el conteo celular, se tomó una alícuota de la suspensión celular
y se mezcló con una solución de azul de tripano en una proporción 1:1 para realizar el conteo
mediante exclusión celular. Utilizando el microscopio, se contaron las células viables, lo que
permitió calcular el número total de células disponibles.

7.2.4. Cultivo celular expuesto a extracto de orégano

Se sembraron 350,000 células totales por condición experimental. Las condiciones son las
siguientes: control: medio de cultivo sin aditivos. Condición con orégano: medio suplementa-
do con extracto de orégano. Condición inflamatoria: medio suplementado con fitohemagluti-
nina (PHA). Condición mixta: medio suplementado con extracto de orégano y PHA. Previo
a la siembra, se prepararon los medios de cultivo correspondientes a las cuatro condiciones
experimentales: A cada pocillo se le añadieron 1 mL del medio correspondiente según su
condición experimental. Una vez preparadas las células y los medios se agregaron cuidado-
samente las mezclas de las condiciones a los pocillos respectivos. Cada pocillo fue rotulado
para su identificación, y las dos placas se identificaron como "24 horas48 horas"según el
tiempo de incubación planificada. Finalmente, las placas fueron incubadas en condiciones
estándar de cultivo celular (37 °C, 5 % CO) para los tiempos establecidos, garantizando
que cada condición fuera adecuadamente manejada y diferenciada durante todo el proceso
experimental.

7.3. Extracción de ARN y síntesis de cADN

7.3.1. Extracción de ARN

La extracción de ARN fue realizada utilizando el kit GenElute™ E Viral ARN/DNA
(Sigma-Aldrich), siguiendo un protocolo adaptado para células PBMC sometidas a cuatro
condiciones experimentales distintas. Inicialmente, se preparó la columna GenElute E-spin
mediante un breve vortex y una incubación de 15 minutos a temperatura ambiente, seguida
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de un centrifugado a velocidad máxima durante 1 minuto para eliminar el buffer residual.
Posteriormente, se procedió con la lisis de las muestras, añadiendo 50 µL de suspensión celu-
lar de PBMC correspondientes a cada una de las cuatro condiciones experimentales a tubos
de microcentrífuga de 1.5 mL, seguido de la adición de 50 µL de SmartLyse Viral Buffer.
La mezcla resultante (90 µL) de cada condición fue transferida cuidadosamente a columnas
individuales previamente preparadas, asegurando una aplicación uniforme. Finalmente, se
centrifugó cada columna durante 1 minuto a velocidad máxima para recolectar el ARN en
tubos de recolección. Las concentraciones de ARN de las muestras fueron medidas con un
Nanodrop y almacenadas a -80 °C para su posterior análisis.

7.3.2. Síntesis de ADN complementario (cADN)

Para la retrotranscripción, se utilizó un protocolo optimizado (GenElute™ E Viral RNA/DNA
Swab Kit) de Sigma-Aldrich para obtener cADN a partir del ARN extraído. Se prepararon
tubos de PCR con una mezcla inicial que incluía 5 µL de ARN (1 µg), 11 µL de agua, 1 µL
de hexámeros, 1 µL de oligo dT, 1 µL de nucleótidos, 1 µL de MgCl2 y 0.5 µL de ARNsin,
alcanzando un volumen total de 20 µL. Estas cantidades se utilizaron por muestra, por lo
que se multiplicaron por el número total de muestras (48). Los tubos fueron incubados en un
termociclador a 70 °C durante 5 minutos y posteriormente enfriados en hielo. A esta mezcla
se añadieron 11 µL de un master mix que contenía 10 µL de buffer de reacción 5X y 1 µL de
transcriptasa reversa. La retrotranscripción se llevó a cabo mediante un protocolo térmico
que incluyó un anillamiento inicial a 25 °C por 5 minutos, seguido de una extensión a 42 °C
durante 90 minutos y una inactivación final a 70 °C por 15 minutos. El cADN obtenido fue
analizado con un Nanodrop.

7.3.3. Diluciones de ADNc

Posteriormente, se procedió a la preparación de cADN diluido utilizando la fórmula
C1V1 = C2V2, con el objetivo de obtener una concentración final de al menos 100 ng/µL.
Este procedimiento se llevó a cabo en una campana de flujo laminar, empleando crioviales
previamente etiquetados. Con micropipetas calibradas, se añadieron las cantidades nece-
sarias de cADN y agua ultrapura según los cálculos realizados, asegurando precisión en la
preparación. Las muestras diluidas fueron debidamente selladas y almacenadas a -20 °C para
su posterior análisis.

7.4. Cuantificación y análisis de expresión génica

7.4.1. PCR en tiempo real

Finalmente, se realizó una PCR en tiempo real utilizando el reactivo LuminoCt SYBR
Green qPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich) en la máquina MicPCR de Bio Molecular Systems.
Para cada reacción, se añadieron 2 µL de cADN diluido y 18 µL de un mastermix que
contenía SYBR Green y los reactivos específicos para la amplificación de las tres citoquinas
estudiadas (IL-6, IL-8 e IL-1). Se prepararon tres mastermix diferentes, uno para cada
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citoquina, y todo el proceso fue llevado a cabo en una campana de flujo laminar sin luz, dado
que el reactivo SYBR Green es sensible a la luz. Las mezclas de reacción se distribuyeron en
tubos de qPCR para BMS MIC qPCR, asegurando la correcta dosificación de cada reacción.
Una vez preparados, las tapas de los tubos se colocaron utilizando la pinza correspondiente,
asegurando un cierre hermético para evitar contaminación. Los tubos preparados fueron
colocados en el rotor del MicPCR en un orden específico, y este mismo orden se registró en
el software del equipo para nombrar las muestras de forma precisa y garantizar la correcta
correlación entre los resultados obtenidos y las condiciones experimentales evaluadas. Una
vez configurado, el equipo se programó según las condiciones estándar de qPCR para la
evaluación de las muestras. Se realizó el análisis de resultados en Excel y se utilizó el software
GraphPad para graficar los resultados obtenidos.
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CAPÍTULO 8

Resultados

8.1. Extracción etanólica de Origanum vulgare

Con el objetivo de evaluar el efecto antiinflamatorio del orégano en cultivos con células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC), se utilizó un proceso de maceración con
etanol, seguido de liofilización para obtener el extracto seco. Se utilizó un total de 50 gramos
de material vegetal, obteniéndose un extracto con una masa final de 0.444 gramos con un
rendimiento de 0.88 %. El rendimiento del proceso de extracción se calcula como el porcentaje
de masa obtenida del extracto en relación con la masa inicial del material vegetal (Cuadro
1).

Cuadro 1: Extracto de orégano obtenido.

Especie Masa de limbo (g) Masa del extracto (g) Rendimiento (%)

Origanum vulgare 50 0.444 0.88

8.2. Aislamiento de células PBMC

Con el objetivo de evaluar la capacidad antiinflamatoria de extractos de orégano mediante
cultivos celulares se realizó el aislamiento de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de sujetos humanos sanos. Este aislamiento se realizó utilizando un método de
gradiente de densidad con Ficoll-Paque, descrito en detalle en la sección correspondiente de
la Metodología (ver Sección 7.2.2.). Los valores obtenidos de 10 cc de 6 individuos variaron
entre (valor pequeño) a (valor grande) con una media de (Cuadro 2). El número total
de células obtenidas por individuo se calculó multiplicando la concentración celular por
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Cuadro 2: Concentración de células PBMC obtenidas en el aislamiento.

Muestra Células totales por individuo (x106)

LH 2.31
DA 1.64
EH 1.91
OH 2.45
J 3.65
V 4.17

Media / desviación estándar 2.69 / 1.00

el volumen de sangre procesado (10 cc). Los valores obtenidos en total fueron de 16.13
millones de células, con una media de 1 millón de células por individuo. Estos resultados
muestran variaciones individuales que podrían reflejar diferencias fisiológicas o técnicas en
la recolección y procesamiento de las muestras. Es importante resaltar qué a pesar de qué
los conteos variaran entre individuos se obtuvo suficiente cantidad de células para realizar
los cultivos de cada condición y cada tiempo de incubación.

8.3. Concentración de ARN bajo diferentes condiciones y tiem-
pos de incubación

Pasando las 24 y 48 horas de incubación se recolectaron las células de los cultivos y
se procedió a extraer el ARN para cada condición de cultivo. Una vez aislado el ARN se
procedió a cuantificar el contenido derivado de cada condición experimental y tiempo de
incubación. En el Cuadro 3, se observa que la concentración de ARN vario entre 254.3 ±

Cuadro 3: Concentración de ARN en diferentes condiciones y tiempos de incubación

Tiempo de incubación Condición Media de concentración de ARN (ng/µl)

24

Control 254.3 ± 0.25
Extracto de Orégano 279.32 ± 47.51
PHA 340.02 ± 148.10
Extracto de Orégano + PHA 342.42 ± 87.22

48

Control 350.12 ± 42.65
Extracto de Orégano 323.58 ± 78.46
PHA 362.15 ± 31.42
Extracto de Orégano + PHA 381.70 ± 32.40

0.25 a 381.70 ±32.40 para ambas condiciones. Se observa que existe una mayor concentración
de ARN en las muestras de 48 horas con respecto a 24 horas (340.12 ± 47.82 ng/µl a las 24
horas y 362.15 ± 32.40 ng/µl a las 48 horas).
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8.3.1. Pureza del ARN: relación A260/A230 en diferentes condiciones y
tiempos

La relación A260/A230 se utiliza como un indicador de la pureza del ARN, donde valores
cercanos a 2.0 sugieren una ausencia de contaminantes orgánicos y sales. En este experimen-
to, los valores de esta relación en las muestras se resumen en el Cuadro 8 y 9 en Anexos. En
el Cuadro 8 de Anexos se observa diferencias en la relación A260/A230, especialmente en
las muestras de control y en el tratamiento de extracto de orégano + PHA a las 24 horas,
que presentan valores anómalos (69.20 ± 157.40 y -259.10 ± 571.09, respectivamente). Estos
valores podrían reflejar una interferencia en la pureza de las muestras debido a contaminan-
tes o a una interacción específica entre los componentes del extracto de orégano y el proceso
de extracción de ARN. En cambio, el extracto de orégano y el PHA en ambas incubaciones
mantienen valores más consistentes y cercanos al rango esperado, aunque todavía por debajo
del rango ideal de pureza (>2.0), lo cual sugiere la necesidad de ajustes en el protocolo de
extracción para mejorar la pureza.

8.3.2. Evaluación de la pureza del ARN: relación A260/A280 en diferen-
tes condiciones y tiempos

La relación A260/A280 es otro indicador de la pureza del ARN, que idealmente debe-
ría estar cerca de 2.0 para indicar una pureza adecuada. Esta relación es particularmente
sensible a la presencia de proteínas y otros contaminantes en la muestra. Los resultados se
muestran en el Cuadro 4. Los valores en el Cuadro 4 indican que la relación A260/A280

Cuadro 4: Media de absorbancia A260/A280 en diferentes condiciones y tiempos de incubación

Tiempo de incubación Condición Media de absorbancia A260/A280

24

Control 0.49 ± 0.03
Extracto de orégano 0.51 ± 0.02
PHA 0.42 ± 0.02
Extracto de orégano + PHA 0.47 ± 0.05

48

Control 0.48 ± 0.014
Extracto de orégano 0.49 ± 0.038
PHA 0.48 ± 0.023
Extracto de orégano + PHA 0.50 ± 0.023

se mantuvo consistentemente por debajo del rango ideal de 2.0 en todas las condiciones y
tiempos de incubación, con valores entre 0.42 y 0.53. Esto sugiere una presencia considerable
de contaminantes, posiblemente proteínas, en todas las muestras de ARN, lo cual podría
afectar la precisión de los análisis posteriores. La menor pureza observada en el tratamiento
con PHA a las 24 horas (0.42 ± 0.02) y el Extracto de Orégano + PHA (0.45 ± 0.08) resalta
la necesidad de una optimización del protocolo de purificación para asegurar ARN de alta
calidad.
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8.4. Concentración de cADN en diferentes tiempos de incu-
bación

Con el objetivo de evaluar la síntesis de ADN complementario (cADN) derivado del ARN
extraído, se realizó la cuantificación de la concentración de cADN bajo diferentes tiempos
de incubación (24 y 48 horas). El proceso de síntesis de cADN se llevó a cabo utilizando una
reacción de transcripción inversa basada en protocolos previamente establecidos (ver Sección
7.3.2 de la metodología). En el Cuadro 5 se observa qué la concentraciónes de cADN a las 24

Cuadro 5: Concentración de cADN en diferentes tiempos de incubación

Tiempo de incubación Muestra Media ng/µl

24

1 893.43 ± 103.31
2 893.07 ± 29.42
3 904.82 ± 101.27
4 874.92 ± 184.81

48

1 952.18 ± 71.850
2 931.92 ± 52.395
3 884.95 ± 34.685
4 924.15 ± 15.088

horas oscilaron entre 874.92 ± 184.81 y 904.82 ± 101.27 ng/µl. Por otro lado, las muestras
incubadas durante 48 horas presentaron concentraciones medias ligeramente más altas, con
un rango de 884.95 ± 34.685 a 952.18 ± 71.85 ng/µl. Estos valores reflejan una variabilidad
en las concentraciones de cADN entre las diferentes muestras y tiempos de incubación, con
desviaciones estándar que destacan la consistencia relativa del proceso de síntesis.

8.4.1. Pureza del cADN: relación A260/A280 en diferentes tiempos de
incubación

La relación A260/A280 se utiliza para evaluar la pureza del cADN respecto a contami-
nantes proteicos. Valores cercanos a 2.0 suelen indicar ADN de alta pureza, mientras que
valores menores sugieren la presencia de contaminantes. Los resultados de esta relación en
diferentes muestras y tiempos de incubación se presentan en el Cuadro 6.
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Cuadro 6: Media de A260/A280 en diferentes tiempos de incubación.

Tiempo de incubación (h) Muestra Media A260/A280

24

1 1.21± 0.18
2 1.22± 0.44
3 1.19± 1.00
4 1.25± 1.52

48

1 1.21± 0.12
2 1.24± 0.44
3 1.16± 0.99
4 1.17± 1.54

Se presentan las medias de la relación A260/A280 junto con sus desviaciones estándar
para cada muestra. Las muestras de 24 horas mostraron valores que oscilaron entre 1.19 ±
1.00 y 1.21 ± 0.18, mientras que las muestras de 48 horas presentaron valores similares, con
un rango de 1.21 ± 0.12 a 1.26 ± 1.54. Estos resultados sugieren que la pureza del cADN es
consistente entre las muestras y los tiempos de incubación, aunque se mantienen valores por
debajo del rango ideal de pureza (>2.0), indicando la posible presencia de contaminantes
proteicos en las muestras, lo cual podría impactar en la precisión de análisis posteriores
como la qPCR.

8.4.2. Pureza del cADN: relación A260/A230 en diferentes tiempos de
incubación

La relación A260/A230 es otro indicador de pureza del ADNc, especialmente en relación
con contaminantes orgánicos y sales. Idealmente, un valor cercano a 2.0 indica una buena
pureza. En este experimento, los valores de la relación A260/A230 en muestras incubadas
por 24 y 48 horas se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7: Media de A260/A230 en diferentes condiciones y tiempos de incubación.

Tiempo de incubación Muestra Media A260/A230

24

1 0.28 ± 0.18
2 0.29 ± 0.44
3 0.24 ± 1.00
4 0.34 ± 1.52

48

1 0.24 ± 0.12
2 0.29 ± 0.44
3 0.22 ± 0.99
4 0.22 ± 1.54

En el Cuadro 7 se presentan los valores medios de la relación A260/A230 para cada
muestra y tiempo de incubación. Las muestras de 24 horas mostraron valores entre 0.28 ±
0.18 y 0.34 ± 1.52, mientras que las muestras de 48 horas presentaron valores similares, con
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un rango de 0.22 ± 1.54 a 0.34 ± 1.25. Estos resultados indican que la relación A260/A230 se
mantuvo baja en todas las muestras, lo que sugiere la presencia de contaminantes orgánicos
o sales en las muestras de cADN sintetizado.

8.5. Resultados de las expresiones de las citoquinas por medio
de qPCR en tiempo real

Con el objetivo de evaluar las propiedades antiinflamatorias del orégano sobre la ex-
presión génica de 3 citoquinas inflamatorias, IL-1 Beta, IL-6 e IL-8 se realizaron cultivos
de PBMC en diferentes condiciones: condición control (con medio de cultivo únicamente),
condición con orégano, condición con PHA y condición con PHA + orégano durante 24 y
48 horas.

Figura 7: Expresión relativa de IL-1 Beta con respecto a GAPDH y ratios en 24 y 48 horas.

Fuente: Elaboración propia

La expresión génica de IL-1 se mantuvo constante durante las 24 horas en todas las
condiciones experimentales (Figura 7 A), excepto en la condición de PHA + orégano, donde
se observó una pequeña disminución en la expresión. En el ratio, se puede observar una
disminución de aproximadamente 6 veces en la condición de PHA + orégano con respecto
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a PHA únicamente (Figura 7B). Por otro lado, a las 48 horas, se observa una tendencia a
la disminución en todas las condiciones (Figura 7C), sugiriendo que su expresión disminuye
en 48 horas de cultivo sin importar la condición. Sin embargo, al observar el ratio, la con-
dición de PHA + orégano muestra un aumento de 1.5 veces en comparación con el control
(Figura 7D). A pesar que las diferencias no son estadísticamente significativas, se observa
una tendencia a la reducción del nivel basal de IL-1 a las 24 horas. Estos resultados indican
que el extracto de orégano puede modular la expresión génica de IL-1 a las 24 horas, pero
no a las 48 horas.

Figura 8: Expresión relativa de IL-6 con respecto a GAPDH y ratios en 24 y 48 horas.

Fuente: Elaboración propia

La expresión génica de IL-6 se mantuvo constante durante las 24 horas para todas las
condiciones experimentales (Figura 8A). A pesar que se observa una tendencia en la dis-
minución de la expresión génica de IL-6 en la condición expuesta a el ratio es similar a las
otras condiciones (Figura 8B). Por otro lado, a las 48 horas se observa una reduccion de
hasta 1 en las condiciones experimentales que contenian oregano con repecto a la condicion
con PHA (Figura 8C), mientras qué la condicion de PHA aumento 1.5 veces con respecto al
control (Figura 8D). A pesar que la diferencia no es significativa, se observa una tendencia
en la reduccion del nivel basal de IL-6. Estos resultados indican qué el extracto de orégano
puede modular la expresión génica de IL-6 a las 48 pero no a las 24 horas.
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Figura 9: Expresión relativa de IL-8 con respecto a GAPDH y ratios en 24 y 48 horas.

Fuente: Elaboración propia

En la expresión génica de IL-8, se logró observar una tendencia a disminuir en la condición
tratada con el extracto de orégano, mientras que en las condiciones de PHA y PHA +
orégano no se evidenciaron cambios significativos (Figura 9A). La expresión génica de IL-8
en el ratio se mantuvo similar entre las condiciones, con excepción de la condición con el
extracto de orégano, donde se observó una disminución (Figura 9B). Por otro lado, a las 48
horas se observaron cambios similares, pero más marcados. La condición PHA + orégano
mostró una disminución respecto a las demás condiciones, como se puede observar en la
Figura 3D, donde el ratio indica que la expresión disminuyó en aproximadamente 1 unidad
en comparación con el control. Estos resultados indican que el extracto de orégano puede
modular la expresión génica de IL-8 tanto a las 24 como a las 48 horas, aunque el efecto es
más evidente a las 48 horas.
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CAPÍTULO 9

Discusión

Muchas enfermedades inflamatorias, como la artritis reumatoide, la enfermedad infla-
matoria intestinal y la sepsis, generan inflamación incontrolable que puede llegar a afectar
gravemente la calidad de vida y, en algunos casos, ser fatal para el individuo[70]. Estas pato-
logías están estrechamente relacionadas con la desregulación de citoquinas proinflamatorias
como la IL-1 beta, IL-6 e IL-8, entre otras que son responsables de amplificar la respuesta
inflamatoria y perpetuar el daño tisular[23]. Aunque los medicamentos antiinflamatorios no
esteroides (AINE) son ampliamente utilizados para controlar la inflamación, su uso prolon-
gado está asociado a efectos secundarios significativos, como úlceras gástricas, daño renal
y alergias a medicamentos[14]. Esto ha llevado a un creciente interés en la búsqueda de
alternativas terapéuticas basadas en compuestos naturales que puedan ofrecer un perfil más
seguro y eficaz. Además, que tengan influencia directamente sobre el sistema inmune y no
otras rutas. Los AINE ejercen su efecto antiinflamatorio principalmente a través de la inhibi-
ción de las enzimas ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), que son responsables de la síntesis de
prostaglandinas, moléculas clave en la amplificación de la respuesta inflamatoria. La inhibi-
ción de COX-2, en particular, reduce la producción de prostaglandinas proinflamatorias, lo
que alivia los síntomas inflamatorios como el dolor, la hinchazón y la fiebre. Sin embargo, la
inhibición de COX-1, que tiene un papel protector en el tracto gastrointestinal y la función
renal, es la responsable de los efectos secundarios mencionados, como las úlceras gástricas
y el daño renal[71]. En cuanto a su relación con el sistema inmune, los AINE modulan in-
directamente la respuesta inmunitaria al reducir la producción de mediadores inflamatorios
derivados de las prostaglandinas. Aunque no actúan directamente sobre células inmunita-
rias como linfocitos o macrófagos, su capacidad para disminuir las señales proinflamatorias
puede influir en el reclutamiento y la activación de estas células. Esto implica que los AINE
afectan rutas inflamatorias relacionadas con el sistema inmune de manera indirecta, pero no
interrumpen otras vías inmunológicas fundamentales para la defensa del organismo[15]. La
vía de las ciclooxigenasas forma parte de un sistema más amplio que incluye rutas como la de
la lipoxigenasa (LOX) y el factor nuclear kappa B (NF-κB). Mientras que las ciclooxigenasas
regulan la síntesis de prostaglandinas, la vía LOX está involucrada en la producción de leu-
cotrienos, que también son mediadores inflamatorios importantes en condiciones alérgicas e
inflamatorias. Por otro lado, NF-κB es un regulador maestro de la inflamación, controlando
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la expresión de numerosas citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-1, IL-6 e IL-8. Estas
rutas están interconectadas y contribuyen colectivamente a la amplificación de la respuesta
inflamatoria, siendo objetivos terapéuticos clave en el manejo de enfermedades inflamato-
rias crónicas[55]. La inflamación es una respuesta compleja del sistema inmunológico que
involucra eventos celulares y moleculares que resultan en la activación celular y la secreción
de citoquinas como la IL-1 beta, IL-6 e IL-8, las cuales desempeñan un papel crucial en el
inicio y la amplificación del proceso inflamatorio[23]. Estas citoquinas son objetivos clave en
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas debido a su papel central en la inflamación.
En este contexto, el objetivo principal de este estudio fue evaluar la expresión génica de estas
tres citoquinas inflamatorias en células mononucleares derivadas de la sangre periférica de
sujetos humanos sanos para explorar el potencial antiinflamatorio de extractos de orégano,
una planta rica en compuestos bioactivos con propiedades moduladoras de la inflamación.

9.1. Extracción etanólica y liofilización del orégano

La extracción de compuestos bioactivos del orégano se llevó a cabo mediante un método
etanólico, considerado uno de los más seguros y ampliamente recomendados para preservar
la integridad de los metabolitos secundarios. Generalmente, la literatura sugiere una pro-
porción de 10:1 (10 g de material vegetal por 100 ml de etanol) para la extracción eficiente
de estos compuestos, incluso con asistencia de ultrasonido [69]. Sin embargo, en nuestro
estudio, fue necesario ajustar esta proporción debido a las características físicas de la masa
del orégano utilizada. Al aplicar la proporción sugerida, el volumen de etanol no cubría
completamente el material vegetal, lo cual limitaba la eficiencia de la extracción a través
de la maceración. Por ello, se incrementó el volumen de etanol para garantizar una ade-
cuada inmersión del material. Entre los metabolitos secundarios más relevantes presentes
en el orégano, reconocidos por su actividad biológica, se encuentran los compuestos fenó-
licos, como el ácido rosmarínico, el ácido cafeico y el ácido ferúlico, que destacan por sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias[72]. Asimismo, los flavonoides, como la api-
genina, la luteolina y la quercetina, contribuyen con efectos antioxidantes, antimicrobianos
y moduladores del sistema inmune[73]. Otro grupo importante son los monoterpenos, entre
los que se encuentran el carvacrol y el timol, los cuales son responsables de muchas de las
propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias del orégano[74]. Además, los
triterpenos, aunque presentes en menor proporción, como el ácido ursólico, también aportan
beneficios antiinflamatorios y antioxidantes[75]. Finalmente, los taninos, conocidos por sus
propiedades astringentes, antioxidantes y antimicrobianas, complementan el perfil bioactivo
del orégano[76]. Estos metabolitos secundarios sugieren ser responsables de las múltiples
propiedades terapéuticas del orégano, sino que también explican su interés en la investi-
gación de alternativas naturales para tratar enfermedades inflamatorias y microbianas. La
extracción etanólica utilizada en este estudio permitió preservar y concentrar estos com-
puestos, aunque las condiciones del proceso, como el volumen de solvente y la proporción
material-solvente, demostraron ser factores críticos para optimizar la eficiencia y la calidad
del extracto obtenido. Este ajuste en el volumen de etanol no debería tener un impacto
considerable en la extracción, ya que el solvente ayuda a que la maceración sea más efectiva
y así los compuestos activos se disuelvan en él. Además, si se lleva a cabo un paso de eva-
poración, va a mantener el equilibrio de saturación[77]. Aunque este cambio no corresponde
exactamente a la proporción estándar reportada, las modificaciones en los métodos de ex-
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tracción son comunes en estudios experimentales y permiten adaptarse a las particularidades
del material utilizado[77]. En nuestro estudio, el rendimiento obtenido no alcanzó los valo-
res óptimos reportados en la literatura, que se mantienen entre el 24-31.45 %[78], también
dependiendo de la cantidad de orégano a utilizar (ver Cuadro 1, resultados), lo que podría
atribuirse a la ausencia de asistencia durante la extracción, como el uso de ultrasonido, que
según [69] puede incrementar el rendimiento hasta en un 33.93 %. Otro factor relevante es
que, aunque el método etanólico es efectivo y seguro, puede subextraer metabolitos secun-
darios como flavonoides y compuestos fenólicos debido a su solubilidad limitada[79]. Si bien
se reconoce que el metanol podría mejorar la extracción de estos compuestos, este solvente
fue descartado por ser considerado peligroso para aplicaciones relacionadas con productos
de consumo[80]. Es importante destacar que la optimización realizada en este estudio de
aumentar el volumen de etanol para cubrir completamente la masa vegetal resalta la im-
portancia de adaptar las metodologías a las condiciones experimentales particulares. Este
tipo de modificaciones permite maximizar la eficiencia dentro de las limitaciones del diseño
experimental, sin comprometer la integridad de los compuestos extraídos. Para evitar que
residuos de etanol afectaran a los cultivos celulares, se realizó la evaporación del etanol del
extracto y, posteriormente, se realizó una liofilización que permitió poder concentrar en su
totalidad el extracto sin alterar su estado bioquímico y para minimizar la degradación tér-
mica y oxidativa, al mismo tiempo asegurando que se elimine el agua al 100 %[81]. Como se
menciona en el estudio de Krim,2021[82], los compuestos como el carvacrol y timol, los cuales
son característicos del orégano, podrían disminuir durante el liofilizado, lo que podría haber
reducido ligeramente la bioactividad del extracto final obtenido. Es importante considerar
que la presencia de residuos de etanol en los cultivos celulares puede ser citotóxica, afectando
la viabilidad y proliferación de las células. Incluso bajas concentraciones de etanol pueden
alterar la morfología celular y comprometer la integridad de las membranas plasmáticas[83].
Un estudio publicado en Journal of Biological Chemistry evaluó los efectos del etanol en cé-
lulas de hepatocarcinoma humano (HepG2) y encontró que concentraciones tan bajas como
0.5 % inducen apoptosis y necrosis, además de alterar la función mitocondrial y aumentar la
producción de especies reactivas de oxígeno[83]. Estos hallazgos subrayan la importancia de
eliminar completamente los residuos de etanol en experimentos con cultivos celulares para
evitar efectos citotóxicos no deseados. Aunque la extracción etanólica demostró ser segura
y adecuada para obtener un extracto compatible con aplicaciones celulares, el rendimiento
y la composición final del extracto podrían mejorarse mediante la implementación de méto-
dos alternativos como la extracción metanólica o una extracción secuencial combinada con
solventes polares y no polares[84]. Estas alternativas deben evaluarse cuidadosamente en
función de su impacto en la seguridad, viabilidad y calidad del producto final.

9.2. Aislamiento de PBMC

La obtención de PBMC mediante el procesamiento de las muestras sanguíneas fue un
paso crucial para el desarrollo del experimento. Los resultados, resumidos en el Cuadro 2,
reflejan recuperación celular y viabilidad. La media y la desviación estándar obtenidas para
el conteo celular muestran valores aceptables dentro de los rangos reportados en la litera-
tura para el método de gradiente de densidad con Ficoll-Paque[85]. Ya que normalmente
se obtiene 1 x 106 células por cada cc obtenido. Este método fue eficiente en la separación
de las PBMC del plasma y los eritrocitos, aunque factores como la variabilidad individual
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entre los donantes y ligeros ajustes en las condiciones experimentales pudieron haber influi-
do en las diferencias observadas entre las muestras[84]. La variabilidad individual entre los
donantes, como lo son la edad, el sexo, el estado de salud y el estilo de vida, o enfermedades
autoinmunes, puede influir significativamente en la concentración y viabilidad de las PBMC
presentes en la sangre periférica, generando diferencias importantes entre las muestras[86].
Las condiciones experimentales, tales como la temperatura, el tiempo de procesamiento y
la fuerza relativa aplicada durante la centrifugación, también pueden impactar considera-
blemente el rendimiento del método. Además, la manipulación incorrecta de las muestras
podría dañar las células o reducir su viabilidad[87]. Otro factor importante a resaltar es la
técnica de extracción, que incluye la correcta superposición de las capas en el gradiente de
densidad y la recolección cuidadosa de la capa de PBMC. Este es un factor clave para mi-
nimizar pérdidas celulares y mantener la consistencia de los resultados[88]. La viabilidad de
las células fue generalmente alta, como se observa en el Cuadro 2, lo que asegura la calidad
del material biológico para los ensayos realizados. Este resultado refleja un manejo adecuado
de las muestras desde la flebotomía hasta el aislamiento celular, incluyendo la minimización
del tiempo entre cada etapa del proceso, como lo recomienda Grievink[89] en su estudio. Un
aspecto relevante fue la ligera variación en los rendimientos entre donantes. Esto puede ex-
plicarse por factores fisiológicos individuales, como el recuento basal de leucocitos en sangre
periférica y la composición específica del plasma[90], que pueden deberse a infecciones, meta-
bolismo, nutrición y la presencia de enfermedades autoinmunes. En algunas muestras, como
se puede observar en el Cuadro 2, se observaron pequeñas concentraciones de células. Esto
puede ser debido a una activación temprana de monocitos y plaquetas, ya que según estu-
dios previos, esta activación puede ser desencadenada por el uso de anticoagulantes o por la
misma manipulación de las muestras[91]. Esto coincide con estudios previos que identifican
que la activación plaquetaria y monocítica puede desencadenarse fácilmente por estímulos
físicos o químicos durante el manejo de las muestras[92]. Es importante recalcar que, a pesar
de que los donantes se catalogaron como personas sanas, estos podrían estar predispuestos a
padecer alguna afección y alterar los resultados. La variación biológica en patologías puede
reflejarse en fluctuaciones de los constituyentes de los fluidos humanos, incluso en ausencia
de síntomas clínicos evidentes. Estas variaciones pueden impactar en la interpretación de los
datos obtenidos y deben considerarse al analizar los resultados experimentales[93]. La alta
viabilidad celular obtenida en este estudio asegura que los resultados de las etapas poste-
riores no se vean comprometidos por factores relacionados con el aislamiento de las células.
No obstante, optimizar la consistencia en el rendimiento podría mejorar la reproducibilidad
del experimento en futuros estudios.

9.3. Extracción de ARN

El aislamiento de ARN de las 48 muestras procesadas fue esencial para la evaluación de
la expresión génica. Este proceso se realizó utilizando un protocolo de extracción estándar
basado en la disrupción celular y la purificación de ARN, el cual mostró resultados satis-
factorios en términos de cantidad y calidad, aunque también presentó algunas limitaciones
que merecen discusión. Este método permitió obtener ARN con una pureza confiable para
realizar una posterior retrotranscripción. El uso de kits específicos y estandarizados permi-
tió minimizar la contaminación genómica. Este tipo de estrategias es eficaz para garantizar
que el ARN sea apto para análisis moleculares sensibles, como la amplificación de genes
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específicos[94]. Sin embargo, la variabilidad en el rendimiento de las muestras sugiere que
factores experimentales, como la cantidad inicial de células y la eficiencia del deterioro de
una célula debido a una lesión en su membrana, influyeron en los resultados. Este fenómeno
se ha documentado en estudios que destacan cómo la manipulación de las células y el tiempo
transcurrido entre la recolección y la extracción pueden afectar la recuperación de ARN[95].
El análisis de pureza mediante el cociente A260/A280 y A260/A230 (Cuadro 4 y 5) mostró
valores variables según las condiciones y tiempos de incubación. Se puede observar pureza
en la mayoría de las muestras. Sin embargo, algunas muestras presentaron indicios altos de
contaminación, posiblemente debido a una eliminación incompleta de los reactivos durante
los pasos de lavado o por una mala práctica. Esto se puede asociar con estudios previos
que sugieren la importancia de optimizar los pasos de centrifugación y el uso de buffers
adecuados para minimizar la contaminación[96]. En este estudio se utilizó el GenElute™-E
Viral RNA/DNA Swab Kit de Sigma-Aldrich, diseñado específicamente para la extracción
rápida y eficiente de ADN y ARN viral a partir de hisopos. Este kit emplea una tecnología
de membranas de sílice, la cual es altamente selectiva para ácidos nucleicos, permitiendo la
eliminación de proteínas, sales y otros contaminantes que podrían interferir en la pureza del
producto final. Además, se caracteriza por un tiempo de extracción reducido y protocolos
simplificados, lo que lo hace ideal para aplicaciones de alto rendimiento[97]. Comparado
con otros kits comerciales, el GenElute™-E Kit tiene ventajas en su capacidad para procesar
muestras directamente de hisopos sin pasos intermedios complicados. Sin embargo, kits como
el QIAamp Viral RNA Mini Kit de Qiagen ofrecen una mayor capacidad de recuperación de
ácidos nucleicos en muestras con baja concentración, lo que podría haber mejorado los valo-
res de pureza en las muestras que presentaron contaminación[98]. Otra alternativa podría ser
el Monarch® Total RNA Miniprep Kit de New England Biolabs, que proporciona ventajas
en la eliminación de contaminantes secundarios como el ARN genómico o ARN de cadena
corta, lo que podría haber reducido aún más las variaciones en las relaciones de absorban-
cia[99]. La elección de un kit de extracción depende tanto de las características específicas de
la muestra como de los requisitos experimentales. Si bien el GenElute™-E Viral RNA/DNA
Swab Kit ofreció resultados satisfactorios en la mayoría de las muestras, la implementación
de controles adicionales en los pasos de lavado, junto con el ajuste de parámetros críticos
como la centrifugación y el volumen de buffer, podría reducir las variaciones observadas y
optimizar los valores de pureza en futuras aplicaciones. En el Cuadro 4 se evidencia una
variabilidad alta en relación con A260/A280, particularmente en las muestras de control y
en el tratamiento de extracto de orégano + PHA a las 24 horas, donde se observaron valores
extremos de pureza. Estos valores pueden indicar presencia de contaminantes significativos
o que los compuestos del extracto podrían haberse unido al ARN, alterando la absorbancia
en los espectros evaluados[100].

9.4. Extracción de cADN

La síntesis de ADN complementario (cADN) a partir del ARN extraído fue una etapa
crucial para la evaluación de la expresión génica mediante qPCR. Este proceso se llevó a
cabo siguiendo un protocolo estandarizado de transcripción inversa, que permitió obtener
cADN en concentraciones adecuadas para los análisis posteriores. Como se muestra en el
Cuadro 6, las concentraciones oscilaron entre 874.92 ± 184.81 y 952.18 ± 71.85, dependiendo
de los tiempos de incubación, lo que refleja una variabilidad entre las muestras que debe ana-
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lizarse. Los tiempos de incubación previos a la extracción de ARN influyeron directamente
en la cantidad de cADN obtenido. Las muestras incubadas durante 48 horas mostraron, en
promedio, concentraciones más altas que las incubadas durante 24 horas, lo cual puede atri-
buirse a una mayor estabilización de las células y, en consecuencia, a una mejor calidad del
ARN inicial. Este comportamiento es consistente con la literatura, que señala que el ARN
de mejor calidad suele traducirse en una mayor eficiencia durante la retrotranscripción[101].
Sin embargo, esta variabilidad también podría estar relacionada con factores técnicos, como
la actividad de la transcriptasa reversa y las condiciones de la reacción de transcripción
inversa, que afectan directamente la cantidad de cADN sintetizado[102]. En cuanto a la
pureza del cADN, evaluada mediante la relación A260/A280 (Cuadro 7), los valores obte-
nidos estuvieron por debajo del rango ideal (>2.0), oscilando entre 1.16 ± 0.99 y 1.26 ±
1.54. Esto sugiere la presencia de contaminantes proteicos residuales en las muestras, lo cual
puede atribuirse a una eliminación incompleta durante la extracción de ARN o al efecto
de componentes derivados de las condiciones de incubación, como el PHA o el Extracto de
Orégano. Aunque estos valores no imposibilitan el uso del cADN en qPCR, podrían afectar
la precisión y reproducibilidad de las reacciones, como lo han reportado estudios previos[96].
La relación A260/A230 (Cuadro 8), que evalúa la presencia de contaminantes orgánicos y
sales, también mostró valores fuera del rango ideal (<2.0), con un rango de 0.22 ± 0.99 a 0.34
± 1.52. Esto indica una posible interferencia de compuestos fenólicos o sales residuales, que
no fueron completamente eliminados durante el proceso de purificación. Este tipo de conta-
minantes puede inhibir las reacciones enzimáticas en los ensayos de qPCR, comprometiendo
la cuantificación de la expresión génica[95]. Aunque la síntesis de cADN produjo concentra-
ciones suficientes para los análisis posteriores, las limitaciones en la pureza, particularmente
en las relaciones A260/A280 y A260/A230, destacan la necesidad de optimizar los pasos de
extracción y purificación del ARN inicial. Estas mejoras podrían reducir la variabilidad y
asegurar una mayor reproducibilidad en los resultados de los análisis moleculares.

9.5. qPCR análisis

Para evaluar las propiedades antiinflamatorias del extracto de orégano, se seleccionaron
las citoquinas IL-1, IL-6 e IL-8, las cuales son mediadores proinflamatorios clave involucrados
en diversas enfermedades inflamatorias. Estas citoquinas desempeñan funciones críticas en
la amplificación de la respuesta inflamatoria, participando en enfermedades como la artritis
reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal y la sepsis[103], [104]. Su estudio permite
comprender el potencial modulador de compuestos bioactivos sobre la inflamación mediada
por las células mononucleares (PBMC). IL-6 es una citoquina multifuncional que participa
en la transición de la inflamación aguda a la crónica. Su producción excesiva está asociada
con enfermedades inflamatorias crónicas y autoinmunes, como la artritis y el lupus eritema-
toso sistémico[105]. En este estudio, aunque no se observaron diferencias significativas, se
identificó una tendencia a la reducción del nivel basal de IL-6 a las 48 horas en la condi-
ción tratada con Extracto de Orégano, mientras que a las 24 horas la expresión se mantuvo
constante. Estos resultados sugieren que el extracto de orégano puede ejercer un efecto mo-
dulador sobre la expresión génica de IL-6 a las 48 horas y no a las 24 horas, indicando que a
tiempos mayores se puede regular esta citoquina. Esto es consistente con estudios que han
reportado efectos antiinflamatorios de extractos vegetales sobre esta citoquina en modelos
de PBMC[106]. IL-8 es una citoquina quimioatrayente que facilita el reclutamiento de neu-
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trófilos al sitio de inflamación y es crucial en la respuesta inflamatoria aguda[107]. En este
estudio, se observó una tendencia a disminuir la expresión de IL-8 en la condición tratada
con Extracto de Orégano a las 24 y 48 horas, con un efecto más evidente a las 48 horas
(Figura 3A). En las condiciones de PHA y PHA + Orégano, no se evidenciaron cambios
significativos. Esto podría atribuirse a la capacidad del orégano para inhibir vías de seña-
lización proinflamatorias, como NF-κB y MAPK, responsables de la inducción de IL-8[11].
Estos hallazgos son consistentes con otros estudios que han reportado una disminución en la
expresión de IL-8 tras el tratamiento con extractos de té blanco y rosa ricos en compuestos
fenólicos en modelos de inflamación celular[108]. Los resultados obtenidos indican que el
extracto de orégano puede modular la expresión génica de las citoquinas IL-1, IL-6 e IL-8,
mostrando efectos diferenciados según la citoquina y el tiempo de incubación. Aunque las
diferencias observadas no fueron estadísticamente significativas, se identificaron tendencias
claras hacia la reducción de la expresión basal de estas citoquinas, especialmente a las 48
horas. Es posible que un mayor número de réplicas experimentales hubiera permitido alcan-
zar una significancia estadística mayor. Estos hallazgos resaltan el potencial del extracto de
orégano como modulador de la inflamación, aunque se requieren estudios adicionales para
confirmar estos efectos y explorar sus mecanismos moleculares subyacentes.
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CAPÍTULO 10

Conclusiones

La elección de no utilizar solventes como el metanol, debido a su toxicidad, tiene mucha
importancia al balancear entre la seguridad y la eficiencia en protocolos experimentales
de extracción.

El proceso de aislamiento de PBMC fue efectivo y produjo resultados alineados con los
estándares esperados, como se observa en el Cuadro 2. Aunque se identificaron ligeras
variaciones en la recuperación y la pureza de las células, estos resultados no afectan
significativamente las etapas posteriores del experimento.

La extracción de ARN fue exitosa en general, pero presentó desafíos relacionados
con la pureza bajo ciertas condiciones. Los resultados descritos en el Cuadro 4 y el
Cuadro 5 destacan la necesidad de ajustar el protocolo de extracción y purificación
para minimizar la interferencia de contaminantes, especialmente en muestras tratadas
con PHA o extracto de orégano + PHA.

Las muestras tratadas con PHA presentaron la menor pureza en el ARN; esto puede
deberse a la interacción del ARN con proteínas o compuestos inducidos por el trata-
miento, afectando la relación de absorbancia.

El orégano influye en la expresión en las citoquinas proinflamatorias IL-1, IL-6 e IL-8,
mostrando un efecto de disminución en su expresión.

El orégano influye en la inflamación y reduce la expresión de las citoquinas proinfla-
matorias al haber inducido inflamación en las células.
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CAPÍTULO 11

Recomendaciones

Para optimizar el proceso de extracción de orégano, se recomienda explorar variacio-
nes en las condiciones de extracción que puedan incrementar el rendimiento de compuestos
bioactivos. Aunque la extracción etanólica fue efectiva en obtener una cantidad mínima de
extracto, su rendimiento fue bajo, lo cual limita la cantidad de material disponible para
los ensayos. Para mejorar este proceso, sería conveniente evaluar diferentes proporciones de
solvente y material vegetal, además de considerar el uso de otros solventes o mezclas, como
combinaciones de etanol con acetona o metanol. Esto podría favorecer la solubilización de
los compuestos de interés. Asimismo, ajustar el tiempo podría maximizar el rendimiento
sin afectar la estabilidad de los metabolitos. Estas modificaciones permitirían obtener un
extracto más abundante y posiblemente más concentrado en compuestos activos, mejorando
así la viabilidad de los ensayos experimentales. En cuanto a la calidad del ARN y cADN
extraído, se observó que las muestras contenían niveles elevados de contaminantes, lo cual
se reflejó en las bajas relaciones A260/A230 y A260/A280. Para abordar este problema,
se recomienda implementar pasos adicionales de purificación que aseguren una mejor eli-
minación de sales y compuestos orgánicos. La adición de columnas de limpieza específicas
para ARN, o el uso de técnicas de precipitación selectiva, podrían ser soluciones eficaces
para mejorar la pureza del ARN y, en consecuencia, del cADN. También sería beneficioso
emplear reactivos de mayor pureza o adaptar el protocolo de lisis celular para minimizar
la presencia de proteínas y otros contaminantes en la muestra. Estas mejoras en el proceso
de purificación no solo aumentarían la calidad del material obtenido, sino que también con-
tribuirían a la precisión de los análisis posteriores, como la cuantificación de la expresión
génica. La síntesis de cADN mostró variabilidad en las concentraciones obtenidas entre las
distintas muestras. Esta inconsistencia podría dificultar la interpretación de los resultados
y afectar la reproducibilidad de los experimentos. Para mitigar este problema, se sugiere
estandarizar la cantidad de ARN utilizada en la retrotranscripción, asegurando que todas
las muestras partan de una misma cantidad de material. Además, se recomienda evaluar la
eficiencia de las enzimas de retrotranscripción empleadas, considerando el uso de alternativas
de mayor eficiencia, especialmente para muestras con ARN de calidad variable. Asimismo,
la implementación de controles de calidad antes de la síntesis de cADN garantizaría que el
ARN inicial cumpla con los estándares necesarios para una retrotranscripción efectiva. Es-
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tas estrategias reducirían la variabilidad y permitirían obtener resultados más consistentes
y comparables. Para mejorar la precisión en los análisis de absorbancia, se sugiere llevar a
cabo mediciones en duplicado o triplicado, lo que ayudaría a minimizar errores de medición
y a obtener datos más confiables. También es fundamental emplear espectrofotómetros ca-
librados y verificar periódicamente la calidad de los reactivos y solventes utilizados en los
ensayos, ya que estos pueden introducir variabilidad en los resultados. Adicionalmente, la
inclusión de controles internos de ARN de referencia con alta pureza permitiría comparar y
validar los resultados de absorbancia obtenidos, asegurando que estos reflejen con precisión
la pureza y concentración de las muestras. Estos pasos fortalecerían la validez de los datos
de absorbancia y mejorarían la calidad del análisis de pureza del ARN y cADN. Dado que
algunos de los resultados mostraron variabilidad considerable, especialmente en la concen-
tración de ARN y cADN, es recomendable repetir los ensayos con un mayor número de
muestras biológicas para obtener datos estadísticamente robustos y confiables. La repetición
de los experimentos permitiría determinar si las diferencias observadas entre tratamientos
son significativas desde el punto de vista estadístico, lo cual es esencial para interpretar con
mayor precisión los efectos del extracto de orégano y el PHA en las muestras. Este enfoque
también contribuiría a reducir el sesgo y a confirmar la reproducibilidad de los resultados
obtenidos.
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CAPÍTULO 13

Anexos

13.1. Cuadros de resultados

Cuadro 8: Media de absorbancia A260/A230 en diferentes condiciones y tiempos de incubación

Tiempo de incubación Condición Media de absorbancia A260/A230

24

Control 69.20 ± 157.40
Extracto de orégano 1.56 ± 13.61
PHA 33.91 ± 120.34
Extracto de orégano + PHA -3.73 ± 21.98

48

Control 52.08 ± 124.49
Extracto de orégano -20.03 ± 23.75
PHA -2539.16 ± 5741.09
Extracto de orégano + PHA -15.12 ± 27.96
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Cuadro 9: Muestras de ARN con diferentes concentraciones y relaciones de absorbancia de los
cultivos célulares de 24 horas

Muestra ng/µl A260/A280 A260/A230

V

1 189.4 0.47 0.16
2 236.1 0.48 0.25
3 294.3 0.48 0.3
4 135.9 0.39 0.11

EH

1 328.2 0.52 -12.59
2 370.1 0.51 -11.49
3 228 0.44 1.78
4 265.7 0.48 25.8

OH

1 285.7 0.51 19.56
2 626.4 0.52 20.01
3 325.3 0.52 277.07
4 152.2 0.47 0.29

LH

1 302.5 0.52 389.59
2 262 0.48 13.91
3 324.7 0.01 -43.72
4 230.3 0.44 1.8

AD

1 294.2 0.44 1.81
2 252.6 0.53 1.32
3 405.4 0.54 -8.44
4 542.2 0.53 -8.43

J

1 275.9 0.48 16.65
2 292.9 0.52 -14.62
3 476.8 0.52 -23.52
4 316.9 0.52 -41.93
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Cuadro 10: Muestras de ARN con diferentes concentraciones y relaciones de absorbancia de los
cultivos celulares de 48 horas

Muestra ng/µl A260/A280 A260/A230

V

1 896.3 1.23 0.35
2 883.5 1.16 0.28
3 874.8 1.17 0.28
4 916.3 1.22 0.33

EH

1 989.6 1.26 0.27
2 883.4 1.15 0.33
3 892.0 1.24 0.29
4 888.1 1.17 0.24

OH

1 1037.6 1.13 0.25
2 974.2 1.28 0.28
3 941.6 1.18 0.22
4 911.5 1.15 0.23

LH

1 851.8 1.20 0.31
2 1039.6 1.31 0.31
3 919.3 1.19 0.29
4 921.2 1.18 0.27

AD

1 1011.7 1.20 0.22
2 916.6 1.24 0.33
3 865.0 1.05 0.17
4 1010.7 1.11 0.21

J

1 926.1 1.21 0.30
2 894.2 1.27 0.48
3 817.0 1.12 0.28
4 897.1 1.21 0.26
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Cuadro 11: Muestras con diferentes concentraciones de cADN y relaciones de absorbancia de los
cultivos celulares de 24 horas

Muestra ng/µl A260/A280 A260/A230

V

1 994.7 1.39 0.38
2 906.1 1.24 0.34
3 970.1 1.18 0.29
4 980.9 1.35 0.63

EH

1 1010.0 1.36 0.43
2 932.0 1.18 0.25
3 770.5 1.11 0.28
4 864.1 1.16 0.29

OH

1 823.9 1.13 0.21
2 964.8 1.19 0.25
3 900.1 1.26 0.32
4 618.8 1.15 0.39

LH

1 892.0 1.24 0.32
2 813.1 1.22 0.31
3 807.6 1.21 0.27
4 883.6 1.27 0.49

AD

1 880.2 1.24 0.49
2 863.5 1.29 0.55
3 1027.9 1.21 0.29
4 950.4 1.26 0.25

J

1 759.8 0.92 0.16
2 878.9 1.22 0.31
3 952.7 1.17 0.22
4 951.7 1.29 0.34
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