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GLOSARIO DE TERMINOS

Ciclofosfamida. - Es un agente quimioterapéutico utilizado para tratar diferentes tipos
de cancer, incluyendo linfomas, leucemias, mieloma, cancer de pulmén y cancer de

mama.

Cisplatino. - Medicamento que se usa solo o con otros medicamentos para el
tratamiento de ciertos tipos de cancer de vejiga, de ovario y de testiculo. También esta
en estudio para el tratamiento de otros tipos de cancer. El cisplatino dafa el ADN de

las células. Es un tipo de compuesto de platino.

Carboximetilcelulosa (CMC). - Se emplea para recubrimientos de tabletas con altos
grados de pureza y baja viscosidad. La CMC es insoluble en el ambiente acido del
estdbmago, pero soluble en el medio basico del intestino. También es utilizada como
formador de geles, portador del medicamento, desintegrador de la tableta y

estabilizador para suspensiones y emulsiones.

Glutamato monosaédico. - El glutamato es un aminoacido, cuya funcién en el Sistema
Nervioso Central consiste en facilitar y agilizar la comunicacion entre las células
nerviosas. El glutamato, en forma de sal monosédica (glutamato monosdédico) se utiliza
como conservador en diversos alimentos, principalmente enlatados, saborizante y
administrado en animales recién nacidos origina algunas patologias relacionadas con

el Sindrome Metabdlico

Sindrome Metabdlico (SM). - Se define como una asociacion de problemas de salud
causados por factores genéticos y ambientales que pueden aparecer de forma
simultdanea o secuencial en un mismo individuo, y que tienen como componente

patogénico fundamental la resistencia a la insulina.
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RESUMEN

El término “nutracéutico” es una palabra compuesta que se deriva de nutricidon y
farmacéutico, hace referencia a todos aquellos alimentos, o productos vegetales
naturales, que han demostrado cientificamente proporcionar beneficios a la salud. Una
fuente importante para el estudio de nuevos productos nutracéuticos son las plantas
medicinales o sus residuos, cuyo efecto terapéutico se asocia a la diversidad de
metabolitos secundarios que contienen. En el presente trabajo se evalu6 la
composicién fendlica de extractos hidroetandlicos de hojas de orégano mexicano
(Lippia graveolens) que se generan como residuo después de la extraccion del aceite
esencial, y de los tallos, considerados material secundario sin valor. Se obtuvieron
extractos con tres concentraciones de etanol/agua y tres relaciones masa/volumen de
extraccion, se evalud el rendimiento en soélidos, la concentracion de fenoles totales,
flavonoides, capacidad antioxidante in vitro, y se identificaron sus principales
compuestos mediante UPLC-MS. Para determinar el efecto biolégico de los extractos
se evalud la inhibicion in vitro en enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, y el efecto in vivo
en ratones CD1, a los que se les indujo previamente sindrome metabdlico con
glutamato monosaddico via intradérmica. Se evalué también el efecto toxicoldgico y
citotoxico de los extractos. Los resultados indican que las mezclas etanol/agua en
proporcion 50/50 y 80/20, a una relacion m/v de 1/30 fueron las mas efectivas para la
extraccion de los compuestos fendlicos, de los cuales los flavonoides naringenina,
taxifolina y eriodictiol se encontraron en mayor concentracién. Los extractos de tallos
mostraron mayor actividad biolégica respecto a los de hojas. Se presentd un efecto
favorable en los parametros antropométricos y bioquimicos analizados en los ratones.
Los extractos no producen efectos toxicos a dosis elevadas (mayores a 2000 mg/kg),
y tienen alta inhibicién en células tumorales SK-KU-1 (cancer de pulmon), sin evidencia
de un nivel de toxicidad elevado en la linea celular HFF-1 empleada como control. Por
todo lo anterior, los residuos de orégano mexicano son viables para utilizarse en la

obtencion de extractos, a partir de los que se pueden elaborar productos nutracéuticos.

Palabras clave: Hojas, tallos, Lippia gravelones HBK, orégano mexicano, residuos,

nutracéuticos, polifenoles, sindrome metabdlico.
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ABSTRACT

Nutraceutical is a word that is derived from nutrition and pharmaceutical, it refers to
foods, or natural plant products, that have been scientifically evaluated to provide
health benefits. An important source for the study of new nutraceutical products are
medicinal plants or their residues, whose therapeutic effect is associated with the
diversity of their secondary metabolites. In the present work, the phenolic composition
of hydroethanolic extracts of Mexican oregano leaves (Lippia graveolens), that are
generated as residue after extraction of the essential oil, and of the stems, considered
secondary material of no value, was evaluated. Extracts were obtained with three
concentrations of ethanol/water and three mass/volume extraction ratios. The yield, the
concentration of total phenols, flavonoids, and antioxidant capacity in vitro were
evaluated, and their main compounds were identified by UPLC-MS. To determine the
biological effect of the extracts, the in vitro inhibition of a-amylase and a-glucosidase
enzymes was evaluated, as well as the in vivo effect in CD1 mice, which were induced
metabolic syndrome previously with monosodium glutamate intradermally. The
toxicological and cytotoxic effect of the extracts was also evaluated. The results
indicate that the 50/50 and 80/20 ethanol/water mixtures, at ratio 1/30 w/v, were the
most effective for the extraction of phenolic compounds, of which the flavonoids
naringenin, taxifolin and eriodyctiol were found in higher concentration. The stem
extracts showed higher biological activity compared to the leave extracts. There was a
favorable effect on the anthropometric and biochemical parameters analyzed in the
mice. The extracts do not produce toxic effects at high doses (greater than 2000
mg/kg), and have high inhibition in SK-KU-1 tumor cells (lung cancer), without evidence
of a high level of toxicity in the HFF-1 cell line used as a control. For all the above, the
residues of Mexican oregano are viable to be used in obtaining extracts, from which

nutraceutical products can be made.

Keywords: Leaves, stems, Lippia gravelones HBK, Mexican oregano, residues,

nutraceuticals, polyphenols, metabolic syndrome.
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1. INTRODUCCION

Los nutracéuticos son sustancias biologicas extraidas de fuentes naturales que se
caracterizan mediante procesos biotecnoldgicos anti desnaturalizantes para conservar
sus propiedades originales, sin hacer ningun tipo de manipulacién quimica (Suarez et
al., 2018).

Una vez extraidos de su fuente natural, estas sustancias se estudian mediante
procesos similares a los que se emplean para identificar las propiedades biolégicas de

los farmacos usados en animales y humanos sin sustituir la dieta (Biurete et al., 2009).

Los productos nutracéuticos son auxiliares en el cuidado y mantenimiento de la salud,
asi como en la prevencion de enfermedades y en la mejora de las funciones fisiologicas
del organismo (Pérez 2006; Mata et al., 2016).

Existen varios estudios referentes a las propiedades que presentan muchas plantas
usadas para tratar enfermedades evidenciando una mejora o el restablecimiento de la
salud. Un ejemplo de estas plantas es el orégano mexicano (Lippia graveolens),
distribuido por México, Centro y Sur América, el cual es ampliamente usado por sus
propiedades culinarias y terapéuticas, como antiinflamatorio, antimicrobiano,
analgésico, digestivo, antiséptico, hipoglucemiante, hipocolesterolémico, entre otros
(Asensio et al., 2013; Pérez et al., 2014, Téllez et al., 2017).

Aunque la utilizacién de la planta de orégano practicamente incluye la hoja, también
pueden ser aprovechables tallos y flores como alimento para rumiantes y disminuir las
emisiones de metano (Gallegos et al., 2019). Sin embargo, en la gran mayoria de los
casos solo se utiliza una parte de la planta medicinal, originando residuos con un

elevado impacto ambiental.

En nuestro pais, los desechos o subproductos agricolas (cascaras, huesos, bagazo,

frutas y vegetales danados o con problemas de madurez y calidad), representan un
1
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problema ambiental, ya que no se cuenta con politicas adecuadas para su manejo y la

mayoria de las veces son quemados (Sumaya et al., 2012).

Hay evidencias que reportan el estudio de residuos agroindustriales buscando una
actividad farmacolégica, como el mango y los desechos generados durante su
comercializacién o su procesamiento (cascara y huesos), los cuales son una fuente
muy importante de compuestos bioactivos de alto valor agregado, en particular fibra
dietaria, micronutrientes, polifenoles, carotenoides (Sumaya et al., 2012). Otros
ejemplos son: semillas de uva (Dang et al., 2014), aguacate (Rosero et al., 2019), café
(Suarez 2012), epicarpio de tomate (lrala et al., 2020), mandarina (Delgado 2020)
hojas de olivo (Reales et al., 2010), cortezas de mango (Nuevas et al., 2012) o de
encino (Soto 2016).

Por lo tanto, siendo las especies vegetales una fuente muy importante de nutracéuticos
es posible obtenerlos de algunos subproductos agricolas, los cuales se generan del
uso primario que se le da a una planta. Uno de estos nutracéuticos son los compuestos
polifendlicos de interés industrial. En el caso particular de la planta de orégano
mexicano, del que se obtiene aceite esencial de las hojas y el tallo sin un valor
comercial aparente, puede ser un recurso potencial para la busqueda de nuevos

productos con utilidad nutracéutica.

Siendo el caso en este trabajo se utilizaron los residuos que se generan en la
Cooperativa Oro Verde del Desierto en Cuencamé Durango, dedicada al acopio y
distribucion de orégano mexicano (Lippia graveolens), asi como a la extraccion de
aceite esencial. Estos residuos corresponden a hojas obtenidas después de la

extraccion del aceite (bagazo) y tallos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Principal funcién de un alimento

La principal funcion de la alimentacion es aportar los nutrientes necesarios para
satisfacer las necesidades metabdlicas y funcionales de las personas. A través de los
macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas), micronutrientes (vitaminas y
minerales esenciales) y del agua que, consumidos en forma equilibrada de acuerdo a
los requerimientos de cada edad y sexo, se obtiene todo lo necesario para “vivir bien”

desde el punto de vista nutricional (Valenzuela et al., 2014).

En la actualidad existe una “transicion epidemiolégica”, ya que las causas de
enfermedad y de mortalidad comienzan a ser diferentes de aquellas que aquejaban a
la poblacién hace treinta o cincuenta afos. Las patologias infecciosas, particularmente
las gastrointestinales, las enfermedades neonatales y la desnutricidén, entre otras,
estan en franco retroceso para dar paso a un aumento creciente de las enfermedades
del aparato circulatorio, neoplasias, diabetes y obesidad, llamada “enfermedad de la
opulencia”, identificadas genéricamente como enfermedades cronicas no

transmisibles. (Alvarez et al., 2011; Valenzuela et al., 2014).

2.2 Nuevos alimentos

La alimentacién en sus aspectos conceptuales ha sufrido importantes modificaciones
a lo largo de los ultimos anos. La necesidad de atender a nuevas exigencias sociales
y de salud ha motivado la aparicidon de los alimentos funcionales y nutracéuticos que,
ademas de sus funciones nutritivas generales, presentan determinadas propiedades
para el mantenimiento de la salud. Asi, los alimentos funcionales y nutracéuticos,
consumidos como parte de una dieta equilibrada y acompafados de un estilo de vida
saludable ofrecen la posibilidad de mejorar la salud y/o prevenir ciertas enfermedades.
(Ferreira et al., 2007; Rojas et al., 2015; Jaramillo & Valdivia 2016).

El ritmo acelerado de vida actual tiene como consecuencia la falta de tiempo para

cocinar. Por otro lado, en los paises desarrollados se asiste a una enorme oferta
3
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alimentaria que dificulta la toma de decisiones adecuadas y conduce a que muchas
personas e incluso colectividades no sigan una alimentacién equilibrada y, por tanto,
no ingieran los nutrientes que necesitan o en las cantidades adecuadas. (Rojas et al.,
2015).

Ya existe en el mercado una gran variedad de alimentos a disposicion del consumidor,
pero en estos momentos la prioridad es identificar qué alimentos pueden mejorar la
salud, el bienestar y reducir el riesgo o retrasar la aparicion de importantes
enfermedades como padecimientos cardiovasculares, diabetes mellitus, cancer vy
osteoporosis. Si los alimentos se combinan con un estilo de vida sano, pueden
contribuir de forma positiva a mejorar la calidad de vida (Francini et al., 2019). Por lo
que es un reto permanente para la comunidad cientifica la investigacion de nuevas
alternativas de prevencion de las enfermedades por medio de la aplicacion de los

hallazgos de la dietética y biotecnologia de los alimentos.

Como consecuencia de lo anterior, han surgido los alimentos funcionales que tienden
a compensar los desequilibrios y desajustes alimentarios y que corrigen sustan-
cialmente la ingesta de nutrientes por las ventajas que suponen para la salud y sus

efectos psicologicos (Ferreira et al., 2007).

Asi, la idea de atribuir a los alimentos determinadas “virtudes” dista de ser reciente;
por el contrario, el origen de este concepto se remonta a mas de dos mil afos; como
la frase propuesta por Hipocrates, “que la alimentacidén sea tu unica medicina y que la

medicina sea tu alimentacion” (Valenzuela et al., 2014).

2.3 Alimento funcional

Un alimento funcional puede ser un alimento natural, un alimento al que se ha afiadido
un componente o un alimento al que se le ha quitado un ingrediente mediante medios
tecnoldgicos o biologicos. Son, por lo tanto, alimentos naturales o procesados los
cuales aparte de su contenido nutritivo, contienen ingredientes que desempeian una

actividad especifica en las funciones fisiolégicas del organismo humano. Asi, “un
4
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alimento se puede considerar funcional si se demuestra que, ademas de tener un
efecto nutricional adecuado, modifica de forma beneficiosa una o varias funciones del
organismo de modo que contribuye a mejorar la salud y el bienestar o a reducir el

riesgo de padecer enfermedades” (Ferreira et al., 2014; Rojas et al., 2015).

2.4 Nutracéutico

La introduccion formal del término “nutracéutico” fue planteada por el Doctor Stephen
DeFelice en 1989, y consta simplemente de la fusién de dos elementos basicos: un
componente nutricional y otro farmacéutico. DeFelice resumio el término como: “un
alimento (o parte del mismo) que proporciona beneficios a la salud, mediante la
prevencion y/o tratamiento de una enfermedad y que pueden ser desde nutrientes
aislados, suplementos dietarios, hasta productos elaborados genéticamente” (Rojas et
al., 2015)

2.4.1 Clasificacion de los nutracéuticos
Estos productos pueden catalogarse segun su mecanismo de accién, su naturaleza

quimica y su origen (Ferreira et al., 2007).

Mecanismo de accion. - Los separa en subgrupos segun las funciones metabdlicas
y fisiolégicas sobre las que actuan. Entre ellos se pueden reconocer: los agentes
antioxidantes, reguladores del metabolismo lipidico, antiinflamatorios e

inmunorreguladores, osteogénicos y que tienen actividad anticancerigena.

Naturaleza quimica. - Son clasificados como: fuentes proteicas, carbohidratos,

lipidos, ademas de micronutrientes como metales y microorganismos (probidticos).

Su origen. - Se pueden senalar dos tipos de nutracéuticos; primer grupo, de origen

animal y vegetal, segundo grupo, los de origen mineral.
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2.4.2 Diferencia entre alimento funcional, nutracéutico y medicamento

Alimento funcional es todo aquel alimento semejante en apariencia fisica al alimento
convencional al que se le ha agregado uno o varios componentes (vitaminas,
minerales, proteinas) o quitado algunos (grasas) mediante medios tecnolégicos o
biolégicos que, al ser consumido como parte de la dieta diaria, es capaz de producir
demostrados efectos metabdlicos o fisioldgicos utiles en el mantenimiento de una
buena salud fisica y mental y en la reduccion del riesgo de enfermedades cronico-

degenerativas, ademas de sus funciones nutricionales basicas.

Un compuesto nutracéutico se puede definir como un suplemento dietético, presentado
en una matriz no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.), de una sustancia natural
bioactiva concentrada, presente usualmente en los alimentos y que, tomada en dosis
superior a la existente en esos alimentos, presumiblemente tiene un efecto favorable

sobre la salud mayor al que podria tener el alimento normal.

Un medicamento es el resultado de una investigacion farmacoldgica y generalmente
un producto de sintesis natural, semi sintética o sintética que puede curar, prevenir o
diagnosticar una enfermedad (NOM 059 SSA 2016). En contraste, los alimentos
funcionales y los nutracéuticos no pretenden curar nada, sino preservar la salud y

prevenir enfermedades al complementar una alimentacion saludable (Pérez 2006).

2.4.3 Demanda de alimentos funcionales y nutracéuticos

Para elaborar un alimento funcional o nutracéutico, se requieren diversos estudios
analiticos, quimicos y fisicoquimicos, ademas de analisis in vitro, in Vvivo,
microbiologicos, toxicoldgicos, reoldgicos, sensoriales que garanticen su inocuidad y
seguridad. Gracias a esto, diferentes investigadores han centrado su interés en el
efecto que tiene la nutricidn a nivel fisiolégico y la relacion entre la alimentacion y las
enfermedades cronicas no transmisibles, con el fin de contribuir a la salud y bienestar
de la poblacién (Rojas et al., 2015; Viada et al., 2017).
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Asi, la frecuente presencia de efectos adversos asociados a las terapias
farmacoldgicas y en algunos casos, a la falta de respuesta terapéutica, impulsé nuevas
investigaciones para determinar alternativas para la prevencién y el tratamiento de
enfermedades cronicas no transmisibles. Al respecto, se determind que la nutricién
juega un papel crucial en su fisiopatologia y que identificar o elaborar alimentos que
influyan en este proceso pude ser una alternativa para lograr disminuir la prevalencia

de estas enfermedades (Ortega et al.,2018).

Actualmente en el mercado se encuentra una amplia variedad de productos
nutracéuticos. En paises como Estados Unidos, el consumo ha llegado a ser hasta del
47% en los hombres y del 50% en las mujeres, quienes consumen diariamente

vitaminas, probidticos y compuestos herbales (Rojas et al., 2015).

Es evidente que el impacto de la exitosa recepcion en el mercado de los nutracéuticos
y productos relacionados tendra un papel crucial en el crecimiento del sector
alimenticio, farmacéutico y agricola, permitiendo el desarrollo econémico e industrial

debido a su amplia comercializacion (Rojas et al., 2015).
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2.5 Antioxidantes
Un antioxidante es una molécula que se ha correlacionado positivamente con la
capacidad de ciertas plantas para eliminar radicales libres e inhibir enzimas

prooxidantes (Fig1), (Valencia et al., 2017).

Un atomo normal

ol

La pérdida del electrén
convierte al atomo . .
sano en radical

Figura 1.- Formacién de un radical libre por la pérdida de un electron (Jaramillo &Valdivia 2016).

En la actualidad existen multiples reportes que demuestran la capacidad antioxidante
de compuestos distribuidos en toda la planta en mayor o menor proporcion, por
ejemplo: fruto de pitaya (Aguirre et al., 2012), hojas de orégano mexicano (Cortés et
al., 2021), flores de Cordia lutea (Venegas et al., 2019), corteza de pino (Pacheco et
al., 2020), semillas de chia (Ortega et al., 2016), etc. que se han utilizado en
tratamientos médicos tradicionales desde hace mucho tiempo, en diversas partes del
mundo (Asensio 2013; Ortega 2018).

La accién antioxidante presente en las plantas puede ayudar a combatir enfermedades
provocadas por la reaccion de los radicales libres o especies reactivas del oxigeno,
nitrdgeno o hierro, con macromoléculas como ARN, ADN y proteinas. Los radicales
libres son moléculas con un electron desapareado, capaces de favorecer reacciones
en cadena muy dafinas para el organismo (cuadro 1), que desencadenan un

8
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fendmeno conocido como estrés oxidativo (Viada et al., 2017). Los principales grupos

de radicales libres son:
EROS (Especies de Oxigeno Reactivas) los cuales comprenden: el radical anion
superéxido (O2*), hidroxilo (OH"), hidroperoxilo (HO2*), peroxilo (RO2°*), perdxido de

hidrégeno (H202), alcoxilo (RO*), oxigeno singlete ('0O2), y Ozono (O3).

ERNS (Especies de Nitrdgeno Reactivas). Oxido nitrico (NO®), perdxido de nitrégeno
(ONOO?*), Dioxido de nitrégeno (NO2°*), (Galina et al., 2018)

Cuadro 1.- Estructuras celulares alteradas por EROS (Jaramillo & Valdivia 2016).

Compuesto Alteracion

Oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados

Lipidos de las membranas y organulos de las células.
Inactivacion de enzimas por oxidacciéon de los

Proteinas grupos sulfhidrilo. Lo mismo ocurre en las
proteinas estructurales.

Carbohidratos Despolimerizacion de polisacaridos

Hidroxiacion de bases, entrecruzamientos y
rotura de las bandas del ADN, lo que causa
mutaciones e inhibicion de la sintesis de
proteinas.

Acidos nucleicos

Asi, la relacion del dafio originado por el exceso de radicales libres a diferentes
moléculas ha sido recientemente asociado a enfermedades tales como: Alzheimer,
cancer y algunas enfermedades cardiovasculares, debido a mecanismos de
peroxidacién lipidica, dafio al DNA y proteinas, entre otros (Butera et al, 2002;
Nuengchamnong et al., 2004; Mata et al., 2016).

El cuerpo tiene varios mecanismos de defensa para neutralizar el estrés oxidativo

mediante el uso de agentes antioxidantes. Los antioxidantes se pueden producir en

9
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las células (antioxidante enddgeno) y/o suministrados externamente a través de los

alimentos y suplementos (antioxidantes exdgenos).

Los sistemas de defensa frente a los radicales libres se pueden clasificar segun su

mecanismo de accion o segun su naturaleza.

SEGUN EL MECANISMO DE ACCION: se dividen en: primarios, secundarios y

terciarios.

Antioxidantes primarios: Previenen la formacidén de nuevos radicales libres. Esto lo
consiguen convirtiendo los radicales libres existentes en moléculas menos
perjudiciales antes de que puedan reaccionar o evitando la formacién de radicales

libres a partir de otras moléculas.

Antioxidantes secundarios: Capturan los radicales evitando las reacciones en
cadena. La mayoria de estos compuestos son diarilaminas y fenoles capaces de
aceptar el electron desapareado del radical libre y de estabilizarlo en su estructura,

evitando asi la propagacion de la cadena radicalaria.

Antioxidantes terciarios: Reparan las biomoléculas dafiadas por los radicales libres.
Incluyen enzimas reparadoras de ADN, metionina y sulféxido reductasa. La actividad
antioxidante de dichos compuestos se debe a que presentan una gran actividad

bioldgica, tales como polifenoles, vitaminas y minerales.

SEGUN LA NATURALEZA: Se clasifican en enzimaticos y no enzimaticos (cuadro 2),
(Amaya 2013; Santa & Camargo 2016; Johar & Bernstein 2017).

10
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Cuadro 2.- Clasificacién de los antioxidantes segun su naturaleza (Amaya 2013).

Antioxidantes

Propiedades

ENZIMATICOS

Superéxido Dismutasa
(SOD)

v
v

Elimina los radicales superdxidos
Primeria linea de defensa

Glutation peroxidasa

v

Remueve H20:2 e hidroperéxidos
organicos.

Cada una de las subunidades contiene
un atomo que es esencial para su
actividad.

Catalasa

v

v

Cataliza la descomposicion del H20:2
para formar agua y oxigeno.
Junto con la peroxidasa actua como
protector de la hemoglobina.

NO ENZIMATICOS

Vitamina C
(acido ascérbico)

v

Neutraliza directamente al ion
superoxido, radical oxidrilo, oxigeno
singlete.

Regenera la forma oxidada de la
vitamina E

Glutation

AN

Principal defensa a nivel intracelular
frente a las agresiones oxidantes.
Interviene en la sintesis de ADN
Participa en la detoxificacion de
xenobioticos

Actua como protector frente a la
radiacion y estrés oxidativo

Vitamina E

ANANEN

Neutraliza el radical superoxido
Protege las membranas biolégicas
Inhibe la fase de propagacioén de la
cadena de la lipoperoxidacion

Carotenoides

Flavonoides
(polifenoles)

AN

B- caroteno posee actividad
antioxidante

Se ha descrito como el mas importante
neutralizador del oxigeno singlete
aislado de la naturaleza.

Quelar iones,

Transferencia de electrones o protones
a radicales libres

lones metalicos
(transferrina).

Quelar iones de metales responsables
de la reaccion de Fenton

11
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2.5.1 Polifenoles

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actuan como agentes protectores frente a patégenos,
siendo secretados como mecanismos de defensa en condiciones de estrés tales como

infecciones, radiaciones UV o depredadores (Munoz et al., 2007; Francini et al., 2019).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos depende de las propiedades
REDOX de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacién estructural entre las diferentes
partes de la estructura quimica. Los grupos hidroxilo fendlicos tienen excelentes
propiedades de quelacién del hierro y otros metales de transicion. Es por eso que
desempenan un papel muy importante en la proteccion frente a los fendmenos
oxidativos y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,
incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Ortiz 2011; Jaramillo
& Valdivia 2016).

La accion antioxidante de los flavonoides radica esencialmente en el enlace doble C-
2 C-3, el carbonilo C-4 y los hidroxilos en C-3 y C-5 (Fig. 2), (Valencia et al., 2017).
Otros criterios quimicos considerados para que los flavonoides tengan propiedades
antioxidantes son los siguientes: presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B, que
confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacién de
los electrones. Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C necesarios

para ejercer el maximo potencial antioxidante (Martinez et al., 2002).

Figura 2.- Estructura basica de los flavonoides (Martinez et al., 2002).
12
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Los flavonoides retiran el oxigeno reactivo, especialmente en forma de aniones
superoxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o hidroperéxidos; de esta manera
bloquean la accién de dichas sustancias en las células. Diversos flavonoides han
mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion lipidica del acido

linoleico o de los fosfolipidos de las membranas.

Entre los polifenoles Fig. 3, mayormente encontrados en los materiales vegetales
estudiados se encuentran: flavonoides, isoflavonas, flavonas, catequinas,

isocatequinas y colorantes como betainas (Arcila et al., 2004).

Acidos
— Hidroxibenzoicos

Acidos
Fenolicos

— [ Estilbenos ]
Flavonas

POLIFENOLES ——
L

— Flavonoles

}

l l

[ pr—

——

S

Antocianinas ]

Figura 3.- Clasificacién de los polifenoles en funcion del numero de anillos de fenol que contienen
(Conlon et al., 2014).
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2.6 Sindrome Metabdlico

El sindrome metabdlico (SM) se define como el conjunto de alteraciones metabdlicas
constituido por la obesidad de distribucidn central, la disminucién de las
concentraciones del colesterol unido a las lipoproteinas de alta densidad (cHDL), la
elevacion de las concentraciones de triglicéridos, el aumento de la presiéon arterial
(PA), resistencia a la insulina (RI) y la hiperglicemia (De et al., 2019; Robberecht et al.,
2018). Ademas, el SM incluye microalbuminuria e inflamacion crénica de bajo grado
(Zimmet et al., 2005; Orellana et al., 2010; Fernandez 2016; Palomino et al., 2017;
Caisedo & Vivero 2017).

El SM se esta convirtiendo en uno de los principales problemas de salud publica del
siglo XXI en todo el mundo (Casarrubios 2018; Yanes et al., 2021), el cual se ha
asociado con un riesgo 5 veces mayor de diabetes tipo Il y 2-3 veces mayor riesgo de

enfermedad cardiovascular (ECV) (Zimmet et al., 2005; Alvarez et al., 2011).

El SM es una compleja combinacién de problemas de salud que pueden aparecer de
forma simultanea en un individuo y que dependen de factores genéticos y ambientales
(asociados al estilo de vida), en el que la resistencia a la insulina se considera el
componente fundamental de este padecimiento (Orellana et al., 2010, Condorhuaman
et al., 2019).

De acuerdo a las definiciones del Panel de Tratamiento para el Adulto Il (ATP-III), la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Federacién Internacional de la Diabetes
(IDF) y la Europan Group for the study of Insulin Resistence (EGIR), el parametro mas
constante como criterio diagndstico es la obesidad, evaluada por el indice de Masa
Corporal (IMC = 30 kg/m?) y el perimetro de cintura: mujeres > 88 cm; hombres > 90
cm (Cuadro 3), (Morales 2010, Alvarez et al., 2011; Caisedo & Vivero 2017).
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Cuadro 3: Criterios de diagnéstico para el SM y su tratamiento (Morales 2010).

PARAMETROS IDF ATP-lI ADA TRATAMIENTO
2005 2004 2006
indice de cintura = 94/80 =102/88 | - Sibutramina
(cm) (V/IM) (VIM) Orlistat
Diuréticos
HTA (mmHg) > 130/85 > 130/85 >130/85 | IECA
ARA-II
a-blogueantes
B-bloqueantes
Colesterol > 185 >185 > 185 Estatinas
(mg/dl) > 50/40 > 50/40 > 50/40 Fibratos
cHDL (mg/dl) M/H M/H M/H Acido nicotinico
LDL (mg/dl) > 150 > 150 >150 Ezetimiba
Triglicéridos Resinas
(mg/dl)
Glucemia basal >100 >110 >100 Metformina
(mg/dl) Acarbosa
HbA (%) >6.5 >7(6.5) | Glitazonas
Estadko | AAS
protrombético Clopidrogel

HTA Hipertencién arterial, HbA Hemoglobina glucosilada, M/H Mujeres/ Hombres.

El SM es una de las patologias con mayor prevalencia en la sociedad mexicana. El
factor con mayor incidencia es la obesidad y sobrepeso, pues se trata de una poblacion
sedentaria y con deficientes habitos alimenticios. La prevalencia del SM varia segun

edad, género, origen étnico y estilo de vida (Palomo et al., 2009).

En México la poblacion presenta deficientes habitos alimenticios en cuanto a calidad y
cantidad que resultan en dislipidemia y predisposicion genética de enfermedades
cronico-degenerativas con subsiguiente aumento de los indices de SM. La Fig.4
muestra los resultados de un estudio del hospital Regional Militar de la Cd. de Acapulco

Gro., los cuales no distan de lo reportado en otros paises (Pacheco et al., 2017).
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52.14%

1254

1004

26.85%

Recuento

10.89%  10.12%

134 69 28 26
Femenino Masculino

Pacientes con sindrome metabdlico segtin FID
| Si H No

Figura 4.- Distribucién por género de individuos con y sin SM, segun la Federacién Internacional de
Diabetes (FID) (Pacheco et al., 2017).

501

Recuento

Si No

Edad del paciente (agrupado)

M 10a20anos M 41a50anos
W21 a30afos W51 a60anos
W31 a40anos E61a70anos

M 71 a 80 anos
B Mas de 80 anos

Figura 5.- Distribucion etaria con SM (FID), (Pacheco et al., 2017).

El SM desencadena la propagacion de otras enfermedades, por ejemplo: diabetes tipo

2, enfermedades coronarias, accidente cerebrovascular y otras discapacidades.
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A pesar de las modificaciones en el estilo de vida (cambios en la dieta, aumento de la
actividad fisica, etc.), muchos de los pacientes con SM requieren tratamiento
farmacologico como se mostré en el cuadro 3, son varias opciones, pero con riesgo de

efectos secundarios.

Asi, la medicina herbaria y productos nutracéuticos desarrollados a partir de drogas
vegetales con sus combinaciones de metabolitos secundarios con actividad
farmacoldgica, se utilizan en el tratamiento de varias dolencias basada en evidencias

y que sirven como coadyuvantes en la medicina alépata (De et al., 2019).

2.6.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica, caracterizada por un aumento patoldgico de
grasa corporal que se asocia a un mayor riesgo para la salud, originando una serie de
alteraciones (Cuadro 4), (Garcia et al., 2008) se produce por un balance cal6rico
positivo, ya sea por elevado aporte caldrico, reduccion del gasto energético o una

combinacion de ambos (Real et al., 2020).

Cuadro 4.- Alteraciones ocasionadas por la obesidad (Garcia et al., 2008).

ALTERACION PATOLOGIA
Alteraciones de la glucosa Ocasiona Diabetes Mellitus Tipo |l
Alteraciones de los lipidos Aumento de los triglicéridos y
colesterol produce dislipidemias
Trastornos cardiovasculares | Hipertrofia ventricular izquierda

Problemas respiratorios Menor oxigenacion, apneas nocturnas,

Depdsito de grasa en el Esteatosis hepatica, cirrosis hepatica

higado

Alteraciones ortopédicas Sobrecarga de las articulaciones,
columna, cadera, rodillas

Enfermedades de la piel Irritacion de los pliegues cutaneos de

axilas e ingle, susceptibilidad a
infecciones por hongos

17



Maria Estela Frias Zepeda CIIDIR - Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

Actualmente se considera a la obesidad la epidemia del siglo XXI, (Rabadan et al.,
2015; Morais et al., 2018) que afecta a hombres y mujeres de todas las edades, con
mayor prevalencia en mujeres y en el estrato socioeconémico bajo (Baudrand et al.,
2010; Alvarez et al., 2011).

En 2018 La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) reporté que en
México habia 18 millones de personas con obesidad y que el grupo de edad que
presento la prevalencia mas alta fue el grupo de 30 a 59 afos: 35% de los hombres y

46% de las mujeres.

2.6.1.1 Clasificacion de la obesidad

Segun la distribucion topografica de la grasa se reconocen diferentes fenotipos:

Obesidad generalizada: La distribucion de la grasa no se localiza en ninguna zona

corporal en especial.

e Obesidad androide: La distribucién de la grasa se encuentra preferentemente en
la mitad proximal del tronco. Es la que se relaciona con mayor frecuencia a

complicaciones cardiovasculares y metabdlicas.

e Obesidad ginecoide: La distribucion de la grasa es preferentemente pélvica. Es la
gue se relaciona con mayor frecuencia con patologia vascular periférica (Varices) y
litiasis biliar. Es mas frecuente en mujeres y responde con mayor agresividad a las

medidas terapéuticas que la obesidad androide (Aragonés et al.,2018).

e Obesidad visceral o intra- abdominal. La grasa visceral esta contenida en la parte
interna de las cavidades corporales envolviendo 6rganos, sobre todo abdominales
y esta compuesta por la grasa mesentérica y la grasa de los epiplones. Los
depdsitos de grasa visceral representan cerca del 20% del total de grasa corporal

en el hombre y aproximadamente el 6% en la mujer (Godinez et al., 2002).
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Desde el punto de vista clinico, se divide en dos grandes grupos:

e Obesidad endégena: También llamada intrinseca o secundaria. Constituye en la
infancia alrededor del 1% de los casos de obesidad. Las causas mas habituales
son: Enfermedades endocrinas, neuroldgicas, sindromes genéticos y la ingesta

cronica de farmacos.

e Obesidad exégena o simple: Constituye el 99% de los casos, la relacion entre el

gasto energético y la ingesta estan alteradas, (Aragonés et al.,2018).

La obesidad especialmente la de tipo central o androide, se asocia con una mayor
prevalencia de patologias crénicas, tales como hipertension arterial (HTA), diabetes
mellitus Tipo Il (DM2) e Insulino resistencia (IR), (Méndez et al., 2018) colelitiasis,
higado graso no alcohdlico (HGNA), dislipidemia, cardiopatia coronaria, cancer,
enfermedades respiratorias, psiquiatricas y osteoarticulares. Dichos padecimientos
limitan las expectativas y calidad de vida, representando un serio problema para la

salud publica mundial (Baudrand et al., 2010; Fernandez 2016).

La mayoria de los casos de obesidad son de origen multifactorial, reconociéndose
factores genéticos, metabdlicos, endocrinolégicos y ambientales. (Mora et al., 2019),
Solo del 2-3% de los casos de obesidad son por alguna patologia endocrinolégica,
entre las que destacan el hipotiroidismo (que produce un leve aumento de peso),
sindrome de Cushing, hipogonadismo y lesiones hipotalamicas asociadas a hiperfagia
(Baudramd et al., 2010; Mendoza et al., 2015).

En los ultimos anos distintos estudios han sugerido que la obesidad podria ser un
desorden inflamatorio (Rodriguez et al., 2009 Suarez et al., 2017) Asimismo, el estrés
oxidativo se ha propuesto como un potencial inductor de la inflamacién y de la

susceptibilidad a la obesidad y patologia asociadas (Bello et al., 2019)
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Entre los biomarcadores relacionados con la obesidad, se encuentran: resistencia a la
insulina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 6 y 18,
angiotensindgeno, factor de crecimiento TGF-B, inhibidor de la activacion del
plasminégeno, leptina, resistina, proteina C reactiva, amiloide A, acido sialico,
marcadores de disfuncion endotelial (factor Von Willebrand, ICAMs, vCAMSs) factor 3
del sistema del complemento, haptoglobina, glicoproteina zinc-alfa 2, eotaxina,
visfatina, alfa1-antitripsina, omentina, proteina transportadora de retinol 4,

ceruloplasmina, adiponectina y desnutrina (Zulet et al., 2007.)

El tejido adiposo (TA) se encuentra ampliamente vascularizado y su potencial de
crecimiento es ilimitado, presenta una alta heterogeneidad de acuerdo a su
localizacion corporal, ya que puede ser subcutaneo, (debajo de la piel) y comprende
alrededor del 80% de la grasa corporal total, o visceral (rodea las visceras) y

representa el 10% del total de grasa (Ortiz 2011).

En los mamiferos existen dos tipos de TA, el tejido adiposo marrén (TAM), que regula
principalmente la termogénesis corporal, y el tejido adiposo blanco (TAB), que
representa el principal almacén de energia del organismo en forma de triglicéridos. El
proceso de almacenamiento e hidrolisis de TA esta altamente regulado
hormonalmente por la insulina y las catecolaminas; metabdlicamente por la glucosa y
los acidos grasos no esterificados y nutricionalmente a través de la ingesta energética
de lipidos y carbohidratos (Ortiz 2011; Bello 2018).

La funcion principal del TAB, ademas del almacenamiento de grasa es la secrecion de
aproximadamente 50 moléculas bioactivas conocidas como adipocinas, llamadas asi
por su similitud con las citocinas del sistema inmunitario (Bello et al., 2018). Entre las

adipocinas derivadas del TAB se encuentra el TNF-aq, leptina, adiponectina y resistina.

A diferencia de otras glandulas enddcrinas la masa del TAB es variable y puede

aumentar o disminuir progresivamente de tamafno dependiendo de la edad, ingesta
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alimentaria, actividad fisica, programacion perinatal y predisposicion genética (Bello et
al., 2018).

2.6.2 Leptina

La leptina producto del gen /lep toma su nombre del griego Leptos (delgado), es una
hormona compuesta por 167 aminoacidos (Pérez 2007), con un peso molecular de 17
kDa que pertenece a la familia de las citocinas clase 1 o de receptores de factores de

crecimiento hematopoyéticos (Ortiz 2011).

La leptina es secretada por un gran numero de células como las neuronas, células de
la placenta, monocitos, macréfagos, linfocitos TH1, estdmago, epitelio mamario y los
adipocitos. El tejido adiposo subcutaneo contribuye con un 80% en la sintesis de
leptina (Antuna et al., 2008; Vega 2010). La concentracion de esta molécula se

correlaciona de manera positiva con la cantidad de tejido adiposo (Ortiz 2011).

El principal sitio de accién de la leptina es en el hipotdlamo (Mufioz et al., 2004) en el
nucleo arcuato, el cual comprende dos poblaciones de neuronas: la primera libera el
neuropéptido Y que representa la via orexigénica (inductora del apetito); asi la leptina
disminuye la produccién de neuropéptido Y. El neuropéptido Y, se produce en el nucleo
arcuato y es liberado por el nucleo paraventricular del hipotalamo se encuentra
ampliamente distribuido en el cerebro y al unirse a sus receptores Yl y Y5 aumenta la
ingesta de alimentos y estimula la secreciéon de insulina por via parasimpatica,
concomitantemente el neuropéptido Y aumenta la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-suprarrenal que resulta de un aumento de cortisol. Las consecuencias
metabdlicas de estos cambios hormonales son un incremento del tejido adiposo y de
la actividad lipogénica del higado debido a la hiperinsulinemia ademas de disminucion
de la utilizacion de glucosa por el musculo debida a resistencia a la accion de la insulina
(Morales et al., 2010).

La segunda poblacion de neuronas secreta propiomelancortina y representa la via

anorexigénica (inductora de saciedad), de la hormona concentradora de melanina, la
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hormona liberadora de corticotropina, el sistema de melanocortina con la propia
melanocortina. A través de esto la leptina ejerce su efecto disminuyendo la ingesta y
por lo tanto el peso corporal, aumentando la oxidacion de grasa y el gasto energético

favoreciendo asi el adelgazamiento.

Debido a estos atributos, la leptina es considerada como una hormona anti-obesidad.
Recientemente se han demostrado sus efectos pleiotropicos sobre la funcidn
reproductora, la hematopoyesis, la angiogénesis, la homeostasis de los 6rganos
linfoides y funciones de los linfocitos T (Mufoz et al., 2007), con lo cual se puede

afirmar que la leptina es un nexo entre el sistema neuroendocrino e inmune.

La expresion y la secrecion de esta hormona es estimulada por insulina,
glucocorticoides, TNF-a y estrégenos, mientras que la actividad -3 adrenérgica es
estimulada por andrdégenos, acidos grasos libres, hormona de crecimiento y agonistas
PPAR-y (Ortiz 2011).

La leptina es capaz de controlar la produccién de TNF-a y la activacion de macréfagos,
promueve la agregacién de plaquetas, lo cual conduce a la formaciéon de la capa
aterosclerotica y a la sintesis de especies reactivas de oxigeno, mejora la resistencia
a lainsulina (Ortiz 2011).

La deficiencia de leptina viene acompafiada de obesidad, hiperfagia, hipogonadismo,
hiperinsulinemia y disminucion de la inmunidad celular (Vega-Robledo, 2010).
Metabdlicamente la leptina inhibe la lipogénesis y estimula la lipolisis mediante la
reduccion de los niveles de lipidos intracelulares en el musculo esquelético, el higado
y las células B-pancreaticas mejorando significativamente la sensibilidad a la insulina
(Pérez 2006).

En individuos obesos se ha descrito que presentan concentraciones altas de leptina,
lo cual sugiere la existencia de otra alteracion que se conoce como resistencia a la

leptina.
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Este fendmeno se podria explicar por:

1.- La obstruccion de la entrada de la leptina en la barrera hematoencefalica por
agonistas a adrenérgicos, epinefrina, insulina, glucosa y triglicéridos.
2.- Extincion de la cascada de sefializacién intracelular de las isoformas largas de los

receptores de leptina en el hipotalamo (Fig.6), (Chimal 2018; Martinez et al., 2016).
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Figura 6.- Senalizacién intracelular de la leptina a través de la via JAK2/ STAT3 y PISK-PDE3B-cAMP
(Sahu 2011).

Los receptores de la leptina son receptores de citoquina clase |, se expresan en el
sistema nervioso central y periférico, identificandose variantes de ellos, aunque al
parecer es su forma primaria la que media la mayoria de sus efectos. Las isoformas
ObRa y ObRc son receptores cortos que se localizan predominantemente en la barrera
hematoencefalica, donde parecen desempefar un papel transportador, sobre todo el

ObRa. La forma ObRb, estructuralmente mas larga, contiene un dominio de
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sefalizacion intracelular para la via JAK/STAT, abunda en el hipotalamo y se asume
como el principal impulsor de las acciones de esta hormona. Por ultimo, la isoforma
ObRe es la fraccidon soluble, la cual transporta la leptina por el torrente circulatorio,
regulando su depuracion y su vida media. (Garcia et al., 2011), pero también en tejidos
periféricos como el pancreas y el tracto gastrointestinal (Palou et al., 2004). La leptina
y sus receptores presentan similitud estructural y funcional con la citocina IL-6 (Zulet
et al., 2007).

Investigaciones realizadas en los ultimos afios demuestran que solo del 5-10 % de los
pacientes pueden mantener un peso adecuado después de suspender un estilo de
vida saludable o de farmacoterapia (Pereyra et al., 2016), lo cual sugiere que es
necesario desarrollar otras modalidades de tratamiento que produzcan mejores

resultados y mas sostenibles.

Los suplementos producidos a partir de extractos de plantas y terapias a base de
dietas, son algunas de las estrategias mas comunes para bajar de peso en medicina
complementaria y alternativa. Un ejemplo de estas plantas lo representa el yacén,
Smallanthus sonchifolius de origen andino, con propiedades medicinales, utilizada
como prebidtico, para el control de la glicemia y del peso corporal (Mendoza et al.,
2015), asi como la Pasiflora manicata, la cual presenta una fuerte inhibicion sobre a-
amilasa y a-glucosidasa y por lo tanto contribuye a reducir niveles de glucosa en

sangre (Morales 2017).

2.6.3 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad enddcrina de anormalidades
metabdlicas de los carbohidratos, proteinas y lipidos, caracterizada por una
hiperglucemia crénica sostenida, debido a la accion inadecuada de la insulina,
hormona que facilita el transporte de la glucosa al interior de la célula. Este fenomeno
es causado por un déficit en la secrecion de insulina pancreatica, absoluta o relativa
(Morales 2010).
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La diabetes es una enfermedad considerada como una de las principales causas del
deterioro agresivo de la salud de un individuo, ya que estos desodrdenes estan
asociados con la incidencia y la progresion de enfermedades microvasculares
(retinopatia diabética, pérdida de la vision y nefropatias) y macrovasculares
(amputaciones y enfermedades cardiovasculares). Asimismo, se asocia con
complicaciones a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC) como la demencia,

alteraciones cognitivas o depresién (Diab 2018).

Uno de los enfoques terapéuticos mas importantes para disminuir la hiperglicemia
postprandial es retardar la absorcion de la glucosa a través de la inhibicidon de las
enzimas que hidrolizan carbohidratos como a-glucosidasa y a-amilasa (Sevilla et al.,
2013). Este desorden metabdlico afecta actualmente a mas de 143 millones personas
en el mundo y segun las estimaciones de la OMS en el 2030 aproximadamente 300
millones de personas cursaran con esta enfermedad (Vilchez et al., 2018). México
ocupa el segundo lugar a nivel mundial con casos de DM2. En el 2017 se registré una
tasa de 405.12 casos de DM2 por cada 100 mil habitantes; mientras que, en el 2018
dicho indicador aumenté a 411.85. Esto de acuerdo al Anuario de Morbilidad de la

Direccion General de Epidemiologia.

Entre las consecuencias de esta enfermedad se puede tener invalidez fisica, asi como
complicaciones multiorganicas que traen como consecuencia un incremento en
morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Sevilla et al., 2013), independientemente de
las circunstancias sociales, culturales y economicas (Vilchez et al., 2018).

La clasificacion etiologica de la diabetes mellitus es:

Tipo 1, Autoinmune e idiopatica, insulinodependiente.

Tipo 2, No insulino-dependiente.

Tipo 3, Gestacional, y otros especificos o diabetes secundarias.
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Desde la antigledad los extractos de especies vegetales son utilizados por el hombre
para la cura de multiples dolencias. Hay mucha informacion etnobotanica acerca de la

incidencia de las plantas en el control de diabetes mellitus (Delgado 2016).

Existen compuestos aislados de plantas cuya efectividad ha sido comparada con
farmacos utilizados tradicionalmente contra la diabetes, los cuales han sido mas
eficaces en su actividad hipoglucemiante que los farmacos ademas de confirmar su
seguridad toxicoldgica. Los extractos de estas especies vegetales modifican cascadas
metabdlicas influyendo directa e indirectamente en los niveles de glucosa en el ser

humano.

La digestion de almiddn y azucar produce glucosa que pasa a la sangre a través de
las paredes del intestino y finalmente es llevada al higado. Varias enzimas intervienen
durante el proceso de digestion de los hidratos de carbono, pero la mas importante es
la a-glucosidasa. La inhibicion de a-glucosidasa puede ser un tratamiento eficaz para
DM (Lopez et al., 2013).

Los posibles mecanismos de accion de los antioxidantes se relacionan con la inhibicién
en el intestino de la digestion de los carbohidratos, impidiendo la liberacion en
particular de la glucosa, la cual también es liberada y modulada por el higado. Los
antioxidantes también podrian estimular la secrecion de insulina en el pancreas, activar
sus receptores y de alguna manera activar la recaptura de glucosa en los tejidos blanco

por la hormona (Ortiz 2011).

Otros efectos pueden ser la modulacion de las rutas genéticas, como hidroxilacion de
bases, entrecruzamientos y rotura de las bandas del ADN, lo que causa mutaciones
que en su momento se transforman en células cancerosas e inhibicion de la sintesis
de proteinas. Un dato relevante es que la metformina que se utiliza para el tratamiento
de pacientes con diabetes resulta un poderoso antioxidante que disminuye la

formacion de radicales libres (Coronado et al., 2015).
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Plantas medicinales a las que se les atribuye efectos hipoglucemiantes:

Té verde Camellia sinensis, Se trata de una planta muy usada desde la antigiiedad en
el tratamiento y prevencion de patologias como diabetes y obesidad, presenta una
actividad antioxidante debido principalmente a los compuestos polifendlicos
(catecolaminas: epicatequina, epigallocatequina, galato de epicatequina y galato de
epigallocatequina), los grupos hidroxilos que poseen estos flavonoides son
responsables de la actividad antioxidante ya sea por captura de radicales libres o por
formacion de complejos con metales disminuyendo la oxidacion del colesterol-LDL la
teobromina, que incrementa el AMPc (efecto lipolitico y glucogenolitico), (Delgado et
al., 2016; Ortega et al., 2018).

Canela Cinnamomum spp, Se utiliza su corteza. Tradicionalmente ha sido muy
utilizada como antidiabético por su alto contenido en cinnamaldehido que parece

potenciar el transporte por GLUT-4 (Delgado et al., 2016).

Arandano Vaccinium angustifolium. preparaciones con hojas de arandano
disminuyen los niveles de glucosa tanto en animales como en humanos. Se cree que
el compuesto responsable de este efecto hipoglucemiante es la mirtilina, un antociano
(glucésido de delfinidina), (Delgado et al., 2016).

Orégano mexicano Lippia graveolens, extractos acuosos o hidroalcohdlicos han
reportado un efecto Hipoglucemiante, antiinflamatorio, antitusivo, antimicrobiano,
debido a sus aceites esenciales tipo monoterpénico principalmente carvacrol y timol,
asi como a su contenido en polifenoles, (flavonoides: naringenina, kaempferol,

quercetina, taxifolina, eriodictiol, entre otros), (Sevilla et al., 2013).

2.6.4 Resistencia a la Insulina (RI)
La insulina es una hormona anabdlica de origen polipeptidico con un peso de 5.8 kD.

la cual esta formada por dos cadenas, llamadas A y B que se encuentran unidas entre
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si por enlaces disulfuro. La cadena A se compone de 21 aminoacidos y la cadena B

de 30 aminoacidos (Carvajal et al., 2017).

La insulina es sintetizada en los islotes de Langerhans en las células B pancreaticas;
entre sus funciones metabdlicas se encuentra la regulacién de la homeostasis de la
glucosay los lipidos. Funcionalmente esta hormona disminuye las concentraciones de
glucosa en sangre al favorecer el ingreso de glucosa hacia el musculo y tejido adiposo,
inhibe la gluconeogénesis y la glucogendlisis y favorece la sintesis de glucégeno y de

acidos grasos en el higado y en el tejido adiposo (Ortiz 2011).

Existe una condicién metabdlica llamada resistencia a la insulina (RI), en la que esta
hormona no puede ejercer de manera eficiente su funcion a nivel celular y por lo tanto

aumenta el riesgo de desarrollar diabetes (Méndez et al., 2018).

Algunas de las alteraciones mediadas por la Rl son: defectos en las vias de transmision
de sefales generadas por la unién de la insulina al receptor; antagonismo por
adipocinas derivadas del tejido adiposo (TNF-a, leptina, adiponectina) sobre la accién
de la insulina; antagonismo por acidos grasos no esterificados que interfieren con los
procesos de captacion, transporte y utilizacién de la glucosa en musculo esquelético y
tejido adiposo, y el estrés oxidativo asociado a la funcién endotelial, que inhibe la

sefalizacion del receptor de insulina (Fig.7), (Martinez et al., 2003).
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Figura 7.- Mecanismos celulares que interfieren en la sefializacion de la insulina.
La insulina (triangulo) se une a su receptor de membrana, disparando su fosforilacién y la de proteinas

posreceptor (ej. sustrato del receptor de insulina [IRS1], Akt, etc. (Martinez et al., 2003).

Esto determina la migracion del transportador de Glucosa 4 (GLUT4) a la membrana,
lo que facilita la captacion de glucosa. En un proceso inflamatorio, los mediadores
inflamatorios se unen a su receptor de membrana (*), lo cual activa (linea negra
continua) a proteinas quinasas (ej. IkK y JNK). Estas proteinas inhiben a IRS1 (lineas
punteadas) y reducen la sefalizacion de insulina. Asimismo, las especies reactivas del
oxigeno (EROs) y el estrés del reticulo endoplasmico (ER) estimulan a kK y JNK.
Lipidos especificos también interfieren en la sefializacién insulinica al activar la
proteina quinasa C (por diglicéridos), la cual inhibe a IRS1, o reduce la actividad de

Akt (por ceramidas).

2.6.5 Dislipidemia

La dislipidemia (DLP) caracteristica del SM es la presencia de hipertrigliceridemia, en
la que se observan niveles de colesterol HDL bajos y elevados niveles de pequeras
particulas LDL densas, aunque estas ultimas no se miden en la practica cotidiana. Esta
es la llamada “Dislipidemia aterogénica” por el ATP IllI, y representa el obijetivo

secundario del tratamiento de la DLP. Cuando el nivel de TG es = 500 mg/dl, se debe
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considerar el empleo de fibratos como farmacos de primera eleccion, para disminuir el

riesgo de desarrollar pancreatitis aguda (Méndez et al., 2018).

Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion hace referencia a Ila
degradacion oxidativa de los lipidos. Es el proceso a través del cual los radicales
libres capturan electrones de los lipidos en las membranas celulares. Este proceso es
iniciado por un mecanismo de reaccion en cadena de un radical libre. En la mayoria
de los casos afecta los acidos grasos poliinsaturados, debido a que estos contienen
multiples dobles enlaces en grupos metileno (-CHz-) que poseen atomos de hidrogeno
particularmente reactivos. Al igual que cualquier reaccién con radicales libres, esta se
modela en tres pasos fundamentales: iniciacion, propagacion y terminacién, dando

origen al malondialdehido y a otras moléculas (Cespedes & Castillo 2008).

2.6.6 Hipertension Arterial

La hipertension arterial (HTA) en adultos se define como cifras de presion arterial (PA)
sistdlica y diastodlica > 140/90 mm Hg (Pereyra et al., 2016), relacionado a un proceso
multifactorial ya que los mecanismos fisiopatolégicos y causales implicados en la
elevacion de la PA se encuentran: disfuncién endotelial, RI, obesidad, alteraciones de
la funcion renal, asi como determinantes genéticos y factores ambientales (Grima
2010).

Los pacientes con SM aun sin enfermedad renal o diabetes, presentan cifras de (PA)

>130/80 mm Hg y se consideran de alto riesgo. Los mecanismos por los que el SM se

asocia con la ateroesclerosis son multiples (Fig. 8).
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Figura 8.- Mecanismos fisiopatolégicos de ateroesclerosis relacionados con el SM.
Al: auricula izquierda; FG: filtrado glomerular; HVI: hipertrofia ventricular izquierda; LDL: lipoproteinas

de baja densidad; PCR: proteina C-reactiva; TNF: factor de necrosis tumoral (Grima 2010).

El cambio a un estilo de vida saludable debe considerarse en todos los pacientes con
SM, dado que el objetivo es reducir las cifras de PA a valores lo mas cercano posible
a los de referencia incluso en ausencia de HTA. Las elevaciones leves de la PA
muchas veces pueden ser controladas con la disminucién de peso, actividad fisica,
restriccion de sodio, aumento del consumo de vegetales y suplementos alimenticios
(Grima 2010).

Las poblaciones que consumen predominantemente alimentos de origen vegetal y
suplementos de polifenoles (Pacheco et al., 2020) tienen niveles de PA mas bajos y
no suelen experimentar los aumentos de PA relacionados con la edad. Mientras que
poblaciones con dietas con alto contenido de sodio y proteinas, presentan cifras

tensionales mas elevadas (Galina et al., 2018).

Estudios realizados con el extracto etandlico de las hojas de A. muricata (Guanabana)
la cual contiene acetogeninas, tuvo un efecto hipoglucemiante al disminuir los niveles
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de glucosa, 6xido nitrico y malondialdehido (Arroyo et al., 2012) Ademas, disminuy6
los niveles de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad. Mientras que,
otro estudio realizado con extracto acuoso produjo un efecto hipotensor debido a la
presencia de alcaloides, reticulina, coreximina, coclarina, anomurina, annomuricin E,
annomuricina C, muricatocina C, gigantetroneina y muricapentocina de la planta
(Palomino et al., 2017). Extractos de hojas de orégano mexicano (Lippia graveolens)
se han caracterizado por su actividad antioxidante, antimicrobiana antiinflamatoria,
hipoglucemiante, (Pérez et al., 2011) hipotensora atribuidos principalmente a su
contenido en aceites esenciales y polifenoles como: apigenina, luteolina, naringenina

acido rosmarinico, acido cafeico (Gutiérrez et al., 2019).

2.7 Orégano

El orégano es una planta aromatica de distribucion mundial (Cortés et al., 2021)
representado principalmente por dos especies: Origanum vulgare (Lamiaceace) nativo
de Europa, y Lippia graveolens (Verbenacea), originaria de América. México ocupa el
segundo lugar como productor mundial de orégano con la especie L. graveolens H.B.K.
sin embargo, la mayoria de las especies explotadas son silvestres y su cultivo es aun
tradicional y limitado (Garcia et al., 2012; Asensio 2013).

En México se cultivan dos especies de importancia econdmica: Lippia berlandieri
Shauer y Lippia graveolens HBK s.I. (Silva, 2005), arbustos que crecen de forma
silvestre en regiones aridas y semiaridas del pais, principalmente en Chihuahua,
Durango, Tamaulipas, Coahuila, Jalisco, Zacatecas, Querétaro e Hidalgo (Fig.9),
(Villavicencio, 2007).
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Figura 9.- Mapa de la distribucion de especies de orégano en México. Con base en la informacion
disponible del Herbario Virtual de la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO).

En el estado de Durango el orégano se encuentra ampliamente distribuido en gran
parte del territorio estatal, pero solo se recolecta para su comercializacion en los
municipios de: El Mezquital, Nazas, Cuencamé, Lerdo, Mapimi, Nombre de Dios,
Penon Blanco, Poanas, Rodeo, San Juan de Guadalupe, San Pedro del Gallo, San
Luis del Cordero, Santa Clara, Simon Bolivar y Tlahualilo, (Fig.10), (Flores 2009).
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Figura 10.- Mapa de la distribucién del orégano mexicano en el estado de Durango. Con base en la
informacién disponible del Herbario Virtual de la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO).

2.7.1 Descripcion del orégano

El orégano es un arbusto perenne, iteréparo de larga vida, que se adapta a condiciones
muy variadas de clima, preferentemente del tipo seco y semiseco. Sus principales
habitats se localizan en lugares poco accesibles como cerros, lomerios, laderas,
arroyos y cafadas de suelos alcalinos, generalmente pedregosos, de textura franco-
arenosa, en un rango de altitud de 400 a 2000 metros sobre el nivel del mar (msnm)y,
con mayor abundancia, entre 1400 y 1800 msnm (Villavicencio et al., 2007, Orona et
al., 2017).
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La especie esta formada por poblaciones morfoldgicas, fenoldgicas y fitoquimicas
distintas. Es un arbusto silvestre que alcanza hasta 2.5 m de altura. Tiene tallos
ramificados que contienen una gran cantidad de hojas, las cuales representan la parte
aprovechable de la planta. Esas hojas tienen un tamafio aproximado de 1 a 3 cm de
largo y 0.5 cm de ancho, son opuestas, alternas y de forma ovalada con bordes
dentados y poseen una textura rugosa con ligeras vellosidades. Este arbusto posee
flores pequenas de color blanco que forman inflorescencias en racimos, (Fig.11), cuyos
frutos son pequenas capsulas que contienen semillas color café no mayores a 0.25 cm
(Huerta, 1997).

Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsidae
Orden: Lamiales

Familia: Verbenacea
Género: Lippia

Especie: graveolens

Figura 11.- Imagen de la planta de orégano mexicano Lippia graveolens
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2.7.2 Composicién quimica del orégano
La concentraciéon de los compuestos quimicos presentes en el orégano y otros
vegetales depende de la especie, altitud, tipo de suelo, clima, estado de crecimiento,

y época de recoleccion (Asensio 2013; Cortés et al., 2021).

Los compuestos mas abundantes encontrados en el orégano son terpenoides y acidos
fendlicos. Los principales componentes quimicos del aceite esencial, son el carvacrol
y el timol, hidrocarburos monoterpénicos como el y-terpineno y p-cimeno. (Fig. 12),
(Arcila et al., 2004), flavonoides reportados en hoja son: naringenina, pinocembrina,

eriodictiol, taxifolina, quercetina, hesperidina entre otros, (Cortés et al., 2021).
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Figura 12.- Estructura quimica de los principales componentes del aceite de orégano mexicano, (Arcila
et al., 2004).
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Entre los compuestos encontrados en el tallo del orégano mexicano se encuentran de
tipo flavonoide: naringenina, kaempferol, circimaritina, pilosina, (Fig.13), (Gonzalez et
al., 2007).
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Figura 13.- Estructura quimica de compuestos detectados en el extracto de acetato de etilo del tallo de
Lippia graveolens. circimaritina A, naringenina B, kaempferol C, isokaenférido D y pilosina E (Gonzalez
et al., 2007).

Algunas propiedades de los extractos del orégano han sido estudiadas debido al
creciente interés por sustituir los aditivos sintéticos en los alimentos. El orégano tiene
una buena capacidad antioxidante y antimicrobiana contra patégenos como
Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, (Asensio et al., 2013, Hernandez et al., 2015). Estas caracteristicas son
muy importantes para la industria alimentaria ya que pueden favorecer la inocuidad y
estabilidad de los alimentos y los protege contra alteraciones lipidicas, (Cortés et al.,
2021).

Existen algunos informes sobre el efecto anti-mutagénico y anti carcinogénico del

orégano, lo que representa una alternativa potencial para el tratamiento y/o prevencién
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del cancer (Arcila et al., 2004). Otras propiedades que se atribuyen al aceite del
orégano son: antiinflamatorio, antiséptico, analgésico, antioxidante, por lo que puede
ser empleado en alimentos, industria farmacéutica y cosmética (Orona et al.,2017;
Arias et al., 2020). La mayoria de los estudios referentes al orégano se enfocan en su
contenido de aceites esenciales a los que se les atribuyen todas las propiedades antes
mencionadas. Sin embargo, son pocos los estudios que evaluan los compuestos

quimicos que se puedan extraer del tallo. (Gonzalez et al., 2007).

2.8 Uso de residuos vegetales con potencial nutracéutico

La recoleccion del orégano se realiza después del periodo de lluvias durante los meses
de septiembre a octubre, se corta hasta un 75% del arbusto que incluye el ramaje con
hojas (SEMARNAT, 1997), pero unicamente se comercializa la hoja que representa la
variable de interés por su gran valor econédmico por el uso de su aceite esencial, el
resto tallos y hojas sin aceite “bagazo” se desecha convirtiéndose en un residuo

vegetal.

Se consideran residuos a las partes que quedan de un todo, luego de haber sufrido un
proceso de transformacién natural o artificial que puede modificar o0 no sus
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales iniciales (Sztern et al., 1999). Estos
residuos generalmente son quemados generandose un desaprovechamiento y una
pérdida total de materia organica y de los nutrientes que éste contiene. Las alternativas
generalmente utilizadas para el aprovechamiento de los residuos de plantas son como:
alimento animal, fuente energética y abono (Corral 2011). Los avances en el estudio
de la composicién fitoquimica y su relacion con nuevas propiedades nutracéuticas
hacen de las hojas (Bagazo) y tallo del orégano, productos de alto valor comercial con

amplias aplicaciones quimioterapéuticas (Garcia et al., 2012).
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3. JUSTIFICACION

Cada dia se incrementa la importancia en el consumo de productos nutracéuticos, que
ayuden a prevenir o contribuir en el tratamiento de las enfermedades que han cobrado
especial interés por su frecuencia en anos recientes como: cancer, enfermedades
cardiovasculares, hipercolesterolemia, diabetes mellitus tipo Il, SM, entre otras

enfermedades.

Las propiedades del orégano mexicano con fines farmacéuticos, cosméticos, y
culinarios esta en sus hojas (aceite). Sin embargo, la parte no aprovechable de la
planta representa del 70% al 80% de masa total, residuos empleados principalmente

en composta, alimento para ganado o son quemados.

Por lo que debido a la concentracion de polifenoles presentes en los residuos de
orégano y determinar su actividad antioxidante, biologica y toxicoldgica, se puede
realizar un aprovechamiento mas integral de estos residuos con alguna aplicacion

nutracéutica.
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4. HIPOTESIS

Los extractos polifendlicos obtenidos de los residuos de hoja y tallo del orégano
mexicano (Lippia graveolens), tienen propiedades nutracéuticas y un efecto favorable
en el SM.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar las propiedades nutracéuticas de los residuos de orégano mexicano en un

modelo murino con sindrome metabdlico.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Evaluar la concentracién de polifenoles de extractos crudos de hojas y tallos de

orégano (Lippia graveolens).

2.- Evaluar la actividad antioxidante in vitro DPPH, ABTS, FRAP y la inhibicion de las

enzimas a- amilasa y a-glucosidasa de los extractos de hoja y tallo.

3.-ldentificar los principales polifenoles en los extractos en la hoja y tallo mediante
HPLC-DAD y UPLC-DAD- MS.

4.- Evaluar el efecto toxicologico y citotoxico de los extractos de hojas y tallos.

5.- Evaluar el efecto del extracto de tallo sobre marcadores bioquimicos en ratones
con SM.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

Residuos de hojas y tallos del orégano.

6.1.1 Colecta de hojas y tallos de Lippia graveolens

Las muestras se obtuvieron de la empresa Unidén de Cooperativas Oro Verde del
Desierto, ubicada en Cuencamé Dgo. (24° 52' 12" N; 103° 41' 45" O), colectadas
durante el periodo de septiembre a octubre del 2017. el orégano de esta zona
corresponde a Lippia graveolens muestras representativas que se encuentran en el
herbario del Instituto Politécnico Nacional (CIIDIR-IPN) Durango, con numeros de
registros: 35542, 37563 y 40073. Las muestras (bagazo y tallos) se entregaron en
polvo y se hicieron pasar por malla numero 60, se guardaron en bolsas de polietileno

a 5°C para posteriormente realizar los analisis correspondientes.

6.2 Métodos

La etapa experimental se realizé de la siguiente manera:

a) Recoleccion de los residuos de hojas y tallos los cuales se tamizaron por la
malla No. 60.

b) Obtencién de extractos con: etanol-agua (30%, 50% y 80 %), masa:solvente
(1/10, 1/20, 1/30).

c) Evaluacién de sdlidos totales, fenoles totales y flavonoides.

Cada etapa experimental corresponde a un objetivo especifico, por lo que se siguieron

en ese orden.
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6.2.1 Obtenciéon de extractos

Para evaluar el efecto del solvente y de la relacion masa:solvente (M:S) como
parametros de extraccion, se utilizaron los extractos a partir de hojas y tallos secos.
Se empled como solvente de extraccion soluciones etanol-agua al 30%, 50% y 80%;

asi como las relaciones M:S 1/10, 1/20 y 1/30.

La preparacion consistié en macerar los extractos de hoja y tallo (5 g) de cada uno los
cuales se hicieron por duplicado en las diferentes concentraciones de etanol-agua
(30%, 50% y 80%;) a los volumenes de 100 ml, 150 ml y 200 ml para la relacion
M:S,1/10, 1/20, 1/30. Se agitaron en un equipo orbital Shaker a 150 rpm, a temperatura
ambiente (25°C+3°C) por 24h en ausencia de luz, después de la agitacion se filtraron
los extractos en papel Whatman No. 4. A las muestras remanentes se le adiciono
nuevamente solvente fresco para completar su volumen inicial. Los extractos
obtenidos de la primera y segunda maceracion se combinaron y concentraron en rota
vapor Buchi R-200 a 45°C aplicando vacio, obteniendo un extracto acuoso
concentrado, el cual se llevé a sequedad en la campana de extraccion a fin de obtener

un extracto pulverizado.

De los extractos obtenidos se evalu6 el contenido de sodlidos totales, polifenoles,
flavonoides, la capacidad antioxidante mediante las técnicas: DPPH, FRAP y ABTS.

6.2.1.1 Determinacién de rendimientos

Se evalué el rendimiento en sdlidos (% p/p) disueltos en el solvente de extraccion. El
resultado corresponde al porcentaje en peso del extracto seco con respecto a la
cantidad de muestra seca de hoja y tallo respectivamente, aplicando la siguiente

férmula.

ST (%) =(SE/MS) *100

Donde:
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ST= Sdlidos totales.
SE= peso de Soélidos extraidos

MS= peso de muestra seca

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

6.2.1.2 Determinacion del contenido de Fenoles Totales (FT)

Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales en
alimentos y vegetales son el ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu. El método
de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico, que
reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico. La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotungstico en o6xidos, cromoégenos de color azul intenso, de
tungsteno (Ws0O23) y molibdeno (MosOz23), siendo proporcional este color al numero de

grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez et al., 2008).

Se cuantificd el contenido fendlico de los extractos de tallo y hoja siguiendo la
metodologia de Folin-Ciocalteu, Se tomaron 50 pl de extracto a concentracion de 1000
ppm, equivalente a 0.05 mg de extracto seco. se le adicionaron 3.95 ml de agua
destilada y posteriormente se le afadieron 250 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu (2N).
Después de un minuto y antes de 8 se adicionaron 750 pl de carbonato de sodio (20%).
Se agitaron y se dejaron en reposo por 2 horas. Se utilizé una curva de calibracién con
acido galico a concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm. Se midio la
absorbancia a 760 nm contra un blanco sin muestra y los resultados se expresaron
como equivalentes de acido galico en mg/g de extracto seco (mgEAG/Q). Las

determinaciones se realizaron por duplicado.
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6.2.1.3 Determinacion de Flavonoides Totales (FL)
Este ensayo se determiné por la técnica propuesta por Heilmer et al., 2005, cada uno

de los extractos secos se diluyo con etanol al 50 % a una concentracion de 1000 ppm.

De cada uno de los extractos diluidos se tomd una alicuota de 250 ul y se le
adicionaron 75 pl de nitrito de sodio 5%, 150 ul de cloruro de aluminio 10% (recién
preparada) y 500 y de hidréxido de sodio 1M. Se ajusté a un volumen final de 2.5 ml
con agua destilada. Se dejo en reposo durante 5 min, después se midi6 la absorbancia
a 510 nm contra blanco sin muestra. Se construyé una curva de calibracién con
catequina a cinco concentraciones, (100, 200, 300, 400, 500 mg/L). Los resultados se
expresaron como equivalentes de catequina en mg/g de extracto seco (mg EC/g). Las

determinaciones se realizaron por duplicado.

6.2.1.4 Evaluacion de capacidad antioxidante mediante DPPH

Este es un método in vitro ampliamente utilizado por ser estable, simple y reproducible
para investigar la capacidad de captura de radicales libres de sustancias antioxidantes
de caracter lipofilico, es decir la donacién de atomos de hidréogeno a radicales libres.
El ensayo de DPPH se basa en la estabilidad del radical 2,2- difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) al cual se le atribuye la deslocalizacién del electron desapareado, esta
deslocalizacion le otorga una coloracion violeta caracterizada por una banda de
absorcion, en solucion etandlica, centrada alrededor de 520 nm. Cuando una
disolucion de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar un atomo
de hidrégeno o con otra especie radical (R) se produce la forma reducida DPPH-H o
DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la pérdida de la
absorbancia El parametro Clso, es la concentraciéon necesaria para obtener un 50% de
efecto inhibitorio es generalmente usado para la interpretacion de este método
(Heimler et al., 2005; Huang et al., 2005).

Se siguio el procedimiento propuesto por Brand-Williams et al., 1995, se prepar6 una
solucion del radical DPPH (2,2-difenilo-1-picrylhidracilo) a concentracion de 3 mg/100

ml, disuelta en etanol al 96%. Los extractos se disolvieron en etanol al 50% a una
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concentracion de 500 mg/l. Se adicionaron en un tubo de ensayo 50 ul de extracto y
1950 pl de la solucion DPPH, se agitd, y se mantuvieron en la oscuridad a temperatura
ambiente (25°C) durante 30 min. Para el control se utilizé etanol al 50% en lugar de
muestra. Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia de la muestra (Am) y del

control (Ac) en un espectrofotometro a una longitud de onda de 500nm.

Para la determinacion de la CI50 se realizd una curva con concentraciones de 500,
1000 y 1500 ppm de DPPH y de los extractos. Las determinaciones se realizaron por

triplicado.

6.2.1.5 Evaluacién de capacidad antioxidante mediante ABTS
El método del ABTS se utiliza ampliamente para materiales tanto lipofilicos como
hidrofilicos, el compuesto cromégeno ABTS presenta color azul/ verde con un maximo

de absorcion a 342 nm, soluble en agua y quimicamente estable.

El radical ABTS. Se genera tras una reaccion que puede ser quimica (dioxido de
manganeso MnO2, persulfato de potasio, K2S20s), enzimatica (peroxidasa,
mioglobulina) o electroquimica. Una vez generado el radical su espectro presenta
maximos de absorbancia a 414, 645, 734 y 815 nm en medio alcohdlico (Kuskoski et
al., 2005).

El radical ABTS. es mas indicado para ensayos de compuestos coloridos ya que tiene
la ventaja de presentar absorcidn maxima proxima a la regién infrarroja (734nm),
reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos coloridos que absorben en

la regidn visible.

Se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta por Re et al., 1999, con algunas
modificaciones. El radical ABTS (Acido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico) se obtuvo mediante la reaccion de ABTS (7mM) con K2S20s 2.45 mM.
Posteriormente se afor6 con agua a un volumen de 10 ml e incub6 a temperatura

ambiente (25°C) con agitacion y en la oscuridad durante 16 h. Formado el radical ABTS
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se colocé en viales de 1 ml y se guardoé en congelaciéon a -7°C. Se diluydé 1ml del ABTS
con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre 0.70 (£ 0.1) a
una longitud de onda de 754 nm. Los extractos se disolvieron en etanol a una
concentracion de 200 mg/l. En un tubo de ensayo se depositaron 50 pl de muestra y
1950 ul de ABTS, se agitaron y mantuvieron en la obscuridad durante 10 min. Para el
control (Ac) se utilizé etanol en lugar de muestra (Am). Se utilizo luteina y naringenina
como estandares de referencia. Posteriormente se ley6 la absorbancia a 754 nm, tanto

de la muestra, como del control.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicidn, los cuales se obtuvieron

de acuerdo a la siguiente formula:

% ARL=[(Ac-Am) Ac] x 100

Las determinaciones se realizaron por duplicado.

6.2.1.6 Evaluacion de la capacidad antioxidante mediante FRAP

EL método FRAP mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el complejo
férrico 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina [Fe*3(TPTZ)?]* al complejo ferroso de color azul
intenso [Fe*? (TPTZ)?]*? en medio acido. Este método mide la potencia reductora en
plasma, pero actualmente ha sido adaptado y usado para ensayo de antioxidantes en

alimentos principalmente de caracter hidrofilico ((Gulcin 2012).

La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante FRAP (Poder Antioxidante
Reductor del Fierro), se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por Rosales-
Castro et al., 2012.

El FRAP fue preparado con buffer acetato a 300mM (pH 3.6), TPTZ (2, 4,6- tri [2-
pyridil]-s-triazine) 10 mM disuelto en HCI a 40 mM, y una solucion de cloruro férrico
(FeCls) a 20 mM, a una relacion 10:1:1. Posteriormente se mezclaron 100 ul de

extracto (200 mg/l) con 3 ml de FRAP y se incubaron a 25 °C durante 10 min.
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Transcurrido el tiempo, la absorbancia se midié a 593 nm. El blanco consistié en 3ml
reactivo de FRAP y 100 pl de diluyente empleado en la muestra (agua destilada). Se
utilizé naringenina y luteolina como estandares de referencia. Se realizé una curva de
calibracion con Trolox 500 mM (100, 200, 250, 300 y 400 mg/l). Los resultados se
expresan como mM equivalentes de Trolox (MMTE). Las determinaciones se

realizaron en dos experimentos independientes por duplicado.

6.3 Evaluacién de la actividad inhibitoria in vitro de las enzimas a- amilasa y a-
glucosidasa en los extractos de hojas y tallos

Uno de los enfoques terapéuticos mas importantes para disminuir la hiperglicemia
postprandial es retardar la absorcion de la glucosa a través de la inhibicidon de las
enzimas que hidrolizan carbohidratos como a-amilasa y a-glucosidasa (Sevilla et al.,
2013). Por lo que la evaluacién clinica mas comun en la gestion del SM y DM2, implica
la prescripcion de inhibidores de enzimas como acarbosa para a-glucosidasa y a-
amilasa. Sin embargo, la ingesta continua de algunos de estos medicamentos puede
causar efectos tales como: malestar gastrointestinal, flatulencia, distension abdominal,

calambres y diarreas (Lopez et al., 2013, Gutiérrez et al., 2019).

6.3.1 Inhibicién de la enzima a-amilasa

La evaluacion del efecto inhibidor se llevé a cabo siguiendo la metodologia propuesta
por Kwon et al. (2008), con ligeras modificaciones. A 500 pl de extracto se le
adicionaron 500 pl de la solucidon enzimatica la cual se prepard a una concentracion
de 0.5 mg/ml, y se disolvié en buffer de fosfato de sodio, 0.02 M a pH 6.9 con 0.006M
de NaCl, posteriormente se incubé a 25°C durante 10 min. Después de la pre-
incubacion, se adicionaron 500 pl de una solucién de almidon al 1% (disuelto en buffer
fosfatos de sodio 0.02M); y nuevamente se incub6 a 25°C durante 10 min. Una vez
concluido el tiempo, la reacciéon se detuvo con 1 ml de acido dinitrosalicilico (DNS) y
se llevé a ebullicion en bafio maria durante 5 min. Por ultimo, se dejé enfriar a

temperatura ambiente y se adicionaron 10 ml de agua destilada. La absorbancia se
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midié a 540 nm. La acarbosa se emple6 como control de referencia, se prepar6é un
control experimental (Ac) al cual se le adiciona 500 ul de buffer fosfatos de sodio (en
lugar de extracto (Am), puesto que éste fue el referente donde se llevé a cabo el 100%

de la reaccion.

Los resultados se expresaron como Clso, Las determinaciones se realizaron por

duplicado.

6.3.2 Inhibicion de la enzima a-glucosidasa

La determinacion de la actividad de inhibicion de la enzima a-glucosidasa se realizé
de acuerdo a la metodologia de Vongsak et al., (2015) con algunas modificaciones. A
100 ul de extracto a 2500 ppm se adicionaron 20 pl de enzima a una concentracion de
0.9 mg/ml (se disolvié en buffer fosfatos de sodio 0.01M pH 7.4) y 800 pl de buffer
fosfatos de sodio 0.01M. La mezcla se incubd a 37°C durante 10 min, posteriormente
se anadieron 20 pl de p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (p-NPG) 20 mM y 800 pl de
carbonato de sodio (NaCOs) 0.1M, se volvid a incubar a 37°C por 75 min. La
absorbancia se determin6 a 405 nm. La acarbosa se empleé como control de
referencia. Se preparé un control experimental (Ac) al cual se le adicionan 100 pl de
buffer fosfatos de sodio en lugar de extracto (Am), puesto que éste fue el referente

donde se llevd a cabo el 100% de la reaccion.

Los resultados se expresaron como Clso, Las determinaciones se realizaron por

duplicado.

6.4 Identificacidon de polifenoles en los extractos de hoja y tallo de orégano

mexicano.
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6.4.1 Comparacion cualitativa de los compuestos fendlicos de los extractos de
hoja y tallo del orégano mexicano mediante HPLC-DAD.

Esta evaluacién consistio en un analisis cromatografico de los extractos (ET30, ET50,
ET80) de hojas y tallos y relacion M:S 1/30, con la finalidad de realizar una
comparacion cualitativa entre los compuestos que se extraen con las diferentes
concentraciones de etanol y determinar el efecto del solvente sobre la extraccion de

los compuestos.

El analisis por HPLC-DAD se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por
Gutiérrez-Macias et al. 2016. Se utilizé un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucién acoplado a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD Infinity 1260
Series, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.). Se diluyeron 5 mg de cada uno
de los extractos en 5 ml de MeOH. Se filtraron en acrodiscos de nylon de poro de 0,2
pm. El volumen de inyeccion fue de 20 pl. Los compuestos fendlicos se separaron a
25 °C en una columna ZORBAX Eclipse Plus Cis (4.6 x 150 mm, 5 pym; Agilent
Technologies), empleando acido acético al 2.5% a pH 2.8 (fase A) y acetonitrilo (fase
B) como fase mdvil, a un flujo de 1 ml min', de acuerdo al siguiente gradiente: 0 a 24%
de B en 27 min, 24% a 100% del minuto 27 al 40, regresando al 100% de A del minuto
40 al 43 min. Los compuestos fendlicos se monitorearon a 280 nm y 360 nm. Solo se

consideraron los compuestos que mostraron una mayor absorbancia.

Después de obtener los cromatogramas se efectudé un analisis de presencia (1),
ausencia (0) de compuestos a los diferentes tiempos de retencion, en las seis muestras
analizadas. Con la informacion de presencia/ausencia se elaboré un analisis de
conglomerados mediante el algoritmo UPGMA vy el indice de Jaccard utilizando el

programa PAST version 3.21.

6.4.2 Identificacion de compuestos fenélicos por UPLC-DAD-MS
Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de ultra alta resolucion Acquity UPLC® (Waters),
acoplado a un espectrometro de masas (UPLC/MS), con un modo de ionizaciéon

negativa (ESI"). Se utilizé6 una columna C1s de fase inversa (2,1 x 100 x 1,7 ym) y se
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mantuvo a 30 ° C. La fase movil utilizada fue acido féormico 7,5 mM (Fase A) y
Acetonitrilo (Fase B) a 0,210 ml/min, en un tiempo de 16 min, con el siguiente gradiente
binario: 0 min, 97% A; 1,23 min, 91% de A; 3,82 min, 84% A; 11,4 min, 50% de A;
13,24 min, 97% A, 15,0 min, 97% A.

El espectrometro de masas se fijo a 150°C, una temperatura de solvatacion de 450°C,
un flujo de gas de cono de 151 L/ h un flujo de N2 de 796 L / h. Se utiliz6 metanol como
codisolvente con acido formico al 0,1%. Se utilizdé el modo de ionizaciéon de reacciones
multiples para los ensayos MS/MS a voltaje capilar 2.5 kV, temperatura de
desolvatacién 400°C, temperatura de la fuente 150°C, flujo de gas desolvatacion 800
L/h, flujo de gas de cono 150 L/h; el flujo de gas de colisién fue de 0,13 ml/min, la
energia de colision del modo MS, 5,0 y la energia de colisién del modo MS / MS, 20,0.
Los compuestos se identificaron mediante la interpretacién de sus espectros de
masas, a través del MS/MS vy utilizando estandares (Sigma-Aldrich) de diferentes
compuestos fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides). Los resultados se reportaron
como porcentaje relativo, que corresponde a la respuesta de cada compuesto con

respecto a la respuesta total en un cromatograma de UPLC.

6.5 Animales de experimentacion

Los animales de experimentacién de este estudio fueron ratones hembras y machos
CD1, los cuales se obtuvieron del bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del Instituto Politécnico Nacional. Todos los experimentos se sujetaron a los
lineamientos marcados por el Comité de Bioética de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas-IPN (CONBIOETICAO9CEI03720130520) y fueron conducidos en
conformidad con la NOM-062-200-1999 especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de animales de laboratorio.

Los animales se alojaron en jaulas de policarbonato en ambiente controlado a
temperatura de 21°C = 2°C, con ciclos de 12 h luz/oscuridad y acceso a alimento y

agua ad libitum.
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6.5.1 Evaluacion del efecto toxicolégico y citotoxico de los extractos.
La determinacion de los efectos toxicos de los extractos de orégano se llevo a cabo

con las pruebas de dosis letal media (in vivo) y citotoxicidad (in vitro).

6.5.2 Evaluacion de dosis letal media (DL50) Toxicidad aguda

Para la realizacion de este experimento se siguié la metodologia propuesta por la
OECD-423-1991 (Guia para la prueba de productos quimicos, toxicidad aguda oral),
que considera el empleo de roedores sanos hembras y machos, y sefiala las dosis a

seguir de acuerdo con el empleo de los extractos a evaluar.

Se utilizaron en total 36 ratones sanos 18 ratones hembra y 18 ratones macho de la
cepa CD1 de 25 a 30 £ 5 g de peso corporal, y de 6 a 8 semanas edad, se formaron
inicialmente y en forma aleatoria 2 grupos de ratones macho y 2 grupos de ratones
hembras (n=3) cada uno. Todos los grupos contaron con ayuno previo de 4h y la
administracion de los extractos de hoja (EH) y tallo (ET) se realizé por via intragastrica,
los primeros grupos de ratones hembra recibieron una dosis de 500 mg/Kg cada uno,
de extractos EH y ET, el mismo procedimiento fue para el grupo de ratones macho,
después de un tiempo de observacién de 40 min y de no manifestar ningun grupo
algun signo de toxicidad, se siguié el mismo procedimiento para la seleccién de los
siguientes cuatro grupos de ratones pero ahora la dosis administrada fue de 1000

mg/Kg de peso corporal.

La evaluacion consistio en determinar el niumero de animales que presentaran muerte
espontanea y subsecuente en las primeras 4 h, asi como la presencia de letargo,
convulsion, diarrea y piloereccién, durante las siguientes 24 h. De encontrar negativos
todos los aspectos a evaluar, se procedié a la administracion de una dosis mas alta
segun la tabulacién que marca la metodologia OECD 423. La dosis siguiente
administrada a los cuatro grupos restantes de ratones fue de 2000, mg/kg de peso
corporal. (se utilizé una solucion de carboximetilcelulosa al 0.05 % como vehiculo). Los

efectos toxicoldgicos se expresaron en términos de mortalidad, definida como DL50.
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6.5.3 Evaluacioén citotéxica in vitro

Una linea celular es un grupo de células de tipo unico (animal o vegetal) que se han
adaptado para crecer continuamente in vitro y que se usan en investigacion. Las lineas
celulares derivadas de neoplasias humanas, se han convertido en una de las
principales herramientas de apoyo para realizar evaluaciéon citotdéxica de extractos
vegetales, siendo una técnica sensible, que genera resultados reproducibles y validos.
Por estas razones las muestras cancerigenas in vivo fueron remplazadas por un
sistema in vitro el cual comprende cerca de 60 lineas celulares de tumores

cancerigenos humanos (Avalos et al., 2009).

El efecto de los extractos sobre las lineas celulares SK-LU-1 y HFF-1 se evalud
mediante un ensayo colorimétrico el cual emplea la sal de tetrazolio (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio, MTT). Este ensayo mide la proliferacion
celular debido a la reduccion metabdlica de esta sal de color amarillo, por la accién de
enzimas deshidrogenasas mitocondriales. El compuesto resultante (azul de formazan)
se solubilizé y cuantifico espectrofotométricamente. A las lineas celulares se les aplicé
distintas dosis de EC, con la que se determind su efecto sobre la viabilidad celular, la

Clso, e indice de selectividad.

* Lineas celulares y condiciones de cultivo celular
La linea tumoral SK-LU-1 (cancer de pulmén), y la linea celular normal HFF-1 fueron
obtenidos de ATCC, USA (American Tissue Culture Collection).

Las células SK-LU-1 y HFF-1 fueron cultivadas con medio DMEM alto en glucosa,
suplementado con suero fetal bovino al 10% y 1% de antibidtico
(Estreptomicina/Anfotericina 1000 U/ml). Las células se incubaron a 37°C en camara

humeda, en una atmodsfera al 5% de COa.
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* Ensayo de viabilidad

La viabilidad celular se medié mediante la sal de tetrazolio MTT (bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio), de acuerdo a la metodologia propuesta por
Mosmann 1983.

Cada linea celular se colocd en placas de 96 pocillos a una densidad de 8 x 103
células/pocillo; y se incubaron a 37°C, con aire humidificado y 5% de CO2 durante 24
h para permitir su adherencia a la placa. Después el medio se reemplaz6 con 200 ul
de los extractos de hoja y tallo a diferentes concentraciones (se obtuvieron a partir de
las diluciones de una solucion madre del extracto en cuestion; y luego se afadieron al
medio de cultivo). Las células sin tratamiento se emplearon como control negativo, y
como control positivo se empled cisplatino (neoplasico) cuya viabilidad se expresoé en

porcentaje.

Posteriormente las células se incubaron durante 24h y 48h en las condiciones antes
mencionadas. Transcurrido el tiempo se anadieron 100 yl de MTT (5 mg/ml, disuelto
en medio de cultivo) en cada pocillo; se incubé durante 4h, después se decanto el
medio y los cristales de formazan se disolvieron en 150 pl de dimetilsulféxido (DMSO).
y la densidad optica (DO) se leyd en un lector de microplacas de ELISA MRX
Revelation Dynex Technologies a 550 nm. Los valores de Clso de cada extracto se
determinaron a partir de las curvas de concentracion-efecto (% proliferacion celular a
las 24h y 48h), el ensayo se realizo por triplicado en tres ensayos independientes

utilizando la siguiente ecuacion:

% Viabilidad = [(Abs cel. tratadas- Abs Bco.) / (Abs cel. control- Abs Bco.)] x 100

Para determinar la selectividad citotdxica de las sustancias evaluadas, se calcul6 el

indice de selectividad, segun la formula:

Clso de la linea normal/Clso de la linea tumoral
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Si el valor es = 2 indica que el extracto no es téxico para células normales.

6.6 Evaluacion del efecto de los extractos sobre marcadores bioquimicos en

ratones con SM.

6.6.1 Obtencion de crias e induccion del SM

La obesidad es un factor de riesgo para multiples enfermedades. Existen diversos
modelos en roedores para inducir obesidad, los modelos genéticos y la obesidad
inducida por la dieta son costosos. Dentro de los modelos hipotalamicos de obesidad
esta el que se logra mediante la administracion de glutamato monosddico (GMS) en
periodo neonatal, esta sustancia no es costosa y produce las alteraciones metabdlicas

mas importantes que se ven en la obesidad humana.

Para inducir el SM en ratones neonatales se siguié la metodologia propuesta por
Suarez et al., 2015, siguiendo un esquema de tratamiento de 5 dosis via subcutanea
con GMS y para el grupo control se empled una solucién isoténica de NaCl A al 0.9%.
Se emplearon ratones CD1 hembras y machos de 25 a 30 g de peso y se colocaron 3
hembras por 1 macho para los acoplamientos. Con ciclos de 12 h luz/oscuridad,

alimento y agua ad libitum. Condiciones de humedad y temperatura controladas.
De las hembras gestantes se utilizaron sus crias. Se considero el dia del nacimiento
como dia cero. Se formaron dos grupos en forma aleatoria de 15 ratones hembras

cada grupo para la administracion de NaCl y GMS via subcutanea respectivamente.

1.- Grupo control recibiéo NaCl

2.- Grupo experimental al que se le indujo el SM recibi6 GMS

Al grupo control se le administré 0.02 ml/g de peso de ratdn de solucion salina

isotonica, via subcutanea el segundo y cuarto dia posnatal. Para el sexto, octavo y
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décimo dia posterior al nacimiento, se incrementd al doble (0.04 ml) la dosis

administrada de solucién salina isoténica por via subcutanea.

Al grupo experimental se le administré6 2 mg/g de peso de GMS via subcutanea el
segundo y cuarto dia posnatal. Para el sexto, octavo y décimo dia posterior al

nacimiento se incremento la dosis al doble (4 mg/100 g) de GMS por via subcutanea.
En la semana 4 después del nacimiento se llevo a cabo el destete de todos los ratones
los cuales fueron marcados y colocados por grupos (Control y GMS) en forma aleatoria
en numero de 4 a 5 ratones por caja.

Se inicio la segunda etapa experimental a partir de la semana 13, separando en forma
aleatoria a los ratones (n=6) a los que previamente se les habia administrado NaCl y
GMS, quedando los grupos de la siguiente manera:

1) Testigo Hembra (Control)

El grupo Sindrome metabdlico se dividié en dos grupos:

2) Sindrome Metabdlico (SM) Hembra (GMS).

3) Sindrome Metabdlico (SM) Hembra tratado con el extracto de tallo (GMS+EXT), al
cual se le administré una dosis via intragastrica de 300 mg/Kg de peso de ratén/dia,
durante un periodo de 30 dias, el extracto fue suspendido en carboximetilcelulosa.

Todos los grupos contaron con acceso a alimento y agua ad libitum.

Se pesaron cada semana los ratones y se realizaron las pruebas correspondientes a

todos los grupos en los tiempos predeterminados.
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6.7 Presion arterial

La PA se evalu6 en la semana 17 por medio de la técnica de tail-cuff (presién arterial
indirecta), con el aparato IITC 5002 (Letica®) equipado con un microprocesador
envuelto en un pequefo brazalete, el cual detecta la presion de la arteria caudal

ubicada en la cola del raton.

Los animales fueron ubicados dentro de un cepo acrilico el cual solo se expone la cola,
la cual por conveccion mediante una camara térmica se genera vasodilatacion por un
promedio de 5 minutos por raton, ello permite una adecuada valoracion de las
presiones arteriales. Las evaluaciones se realizaron por triplicado para cada raton,

luego se promediaron los resultados obtenidos.

6.8 Curva de tolerancia a la glucosa

Se realizé en la semana 17 después de un ayuno nocturno de 12 horas, se obtuvo de
los ratones una muestra de sangre de la punta de la cola, para determinar glucemia
en el glucometro digital Accu-Chek. Posteriormente se administré 2 g/Kg de glucosa
via intragastrica, y se registro la glucemia en el tiempo cero, 30, 60, 90 y 120 minutos.
Se utilizaron los promedios para realizar las graficas que representaron la

concentracion de glucosa en el plasma contra el tiempo.

6.9 Pruebas Bioquimicas

Se obtuvo sangre total (500pul) por puncion retro orbital antes del sacrificio, la cual se
centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos y se separ6 el suero. Este fue almacenado a
-20°C hasta su analisis. En las muestras de suero se determinaron niveles de
colesterol total (CT), colesterol HDL vy triglicéridos (TG) mediante los kits comerciales
(RANDOX Laboratories LLD, # de lotes 373451, 359113).

Asimismo, se determinaron las concentraciones de las hormonas leptina e insulina a
través de los kits comerciales Rat Lemptin 96-Well Plate Assay cat. # EZRL-83K y Rat
Insulin 96-Well Plate Assay cat. #£Z2RM1-13K por el método ELISA. El cual esta
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basado en la técnica de sandwich directo. La interpolacion de los resultados se realizo
a través de una curva de referencia realizada en el mismo ensayo, empleando
estandares de concentracion conocida. La actividad enzimatica se medio

espectrofotométricamente.

6.10 Obtenciéon y analisis de las muestras de tejido

6.10.1 Medidas antropométricas
El sacrifico se realiz6 por dislocacidn cervical, se tomaron medias de longitud desde el

hocico hasta la region anal, y medidas de la cintura (parte baja del abdomen).

6.10.2 Obtencién de grasa
De los ratones hembras se extrajo la grasa retroperitoneal y perimetrial La cual se peso6

y se calculo el porcentaje respecto al peso de cada ratén.

6.10.3 Ensayo de peroxidaciéon

El peso hepatico se registro6 y se evaludé la peroxidacion lipidica midiendo
Malondialdehido (MDA), de acuerdo a la técnica propuesta por Meagher y Fitz, 2000,
con algunas modificaciones. Una vez obtenido el higado del ratén se lavé con solucién
salina al 0.09 %. Se homogenizaron 50 mg de higado en 0,5 ml de tampodn de fosfato
frio (pH 7,0), en seguida se adicioné 800 ul de acido tricloroacético (TCA), acido
tiobarbiturico (TBA) y HCI (15% (p/v), 0,375% (p/v) y 0,25 N respectivamente. La
muestra se llevd a ebullicion durante 30 minutos en bafo Maria. Después del
enfriamiento, el precipitado floculante se separé por centrifugacion a 5000 rpm durante

15 min. Se determind la absorbancia de las muestras en espectrofotdmetro a 532 nm.

6.11.- Analisis estadistico
Para el analisis de los extractos de sélidos totales, fenoles totales, flavonoides, DPPH,
FRAP, ABTS e inhibicion enzimatica. Los resultados se expresaron como la Media +

DE. Se realizaron pruebas de analisis de varianza (ANOVA). Posterior al ANOVA se
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efectud la prueba de comparaciones post hoc de Fisher-LSD o la prueba de Dunnet.
Se establecio un nivel de significancia de p<0.05. El analisis estadistico se llevé a cabo
en el programa STATISTICA v. 7 (OK, USA).

Citotoxicidad. - (CI50) se determind a partir de una curva de concentraciéon- respuesta
(porcentaje de viabilidad) Los resultados se expresaron como la Media £+ DE. p<0.05.
GraphPad Prism® v. 7.0 software (CA, EE. UU.).

Parametros del SM. - Los resultados se expresaron como mediat EE, p<0.05 ANOVA
de dos vias para los pesos de los ratones cada semana (6 semanas), asi como la
sobrecarga de glucosa cada 30 minutos durante 2h. Para las determinaciones
puntuales en las que el tiempo no fue una variable independiente se emple6 ANOVA

de una via, Post hoc Tukey, Holm-Sidak Sigma Plot v.12.
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7. RESULTADOS

7.1 Extractos y rendimiento

7.1.1 Evaluacién de extractos

El objetivo del proceso fue obtener las mejores condiciones de extraccion los cuales
se estuvieron en funcién de: % de rendimiento de sdélidos extraibles, la caracterizacion
fendlica (FT, FL,) y la actividad antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) de los extractos.
En total se obtuvieron 18 extractos 9 de hojas y 9 de tallos, teniendo como resultado

una matriz de diserio factorial 2x3x3.

El resultado de la concentracion de etanol expresado en porcentaje gr extracto seco
/gr muestra seca (p/p) *100 y la relacion M:S. Sobre la extraccion de sélidos totales en
las hojas y tallos del orégano se muestra en la Fig. 14. Aqui se puede observar que,
tanto en la hoja como el tallo, la mayor cantidad de solidos se obtuvo en la relacién
M:S 1/30 a la concentracién del 50% etanol-agua, cuyos valores fueron de 30.49+1.6

y 19.95+0.21 en porcentaje para hoja y tallo respectivamente.
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Figura 14.- Determinacion del porcentaje de sélidos totales en extractos de hoja y tallo de orégano
mexicano Lippia graveolens. Los porcentajes 30%, 50% y 80% corresponden a la concentracién
hidroalcohdlica'y 1/10, 1/20 y 1/30 a las relaciones M:S. Los valores representan la Media + DE (n=3).
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En la Fig. 15. se puede observar que la mayor cantidad de fenoles totales en hoja se
obtuvo en la relacién M:S 1/30 a la concentracién del 80% etanol-agua, con un valor
de 342.08+1.72 mgEAG/g de extracto seco. En el tallo la mayor cantidad de fenoles
totales se observo en la relacion M:S 1/10 a la concentracion del 80% etanol-agua, con

un valor de 277.921+8.80 mgEAG/g de extracto seco.

M Hoja

i Tallo
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Figura 15.- Contenido de fenoles totales (FT) de extractos en hoja y tallo de orégano mexicano Lippia
graveolens. Los porcentajes 30%, 50% y 80% corresponden a la concentracién hidroalcohdlica y 1/10,

1/20 y 1/30 a las relaciones M:S los valores representan la Media + DE (n=3).

En la Fig. 16 se puede observar que la concentracion de flavonoides (FL) mas alta fue
de 180.76+£0.92 mgEC/g en la hoja y de 176.19+4.52 mgEC/g en el tallo a la
concentracion de 80% etanol-agua y relacion M:S 1/30 para ambos extractos.
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Figura 16- Contenido de flavonoides (FL) de extractos en hoja y tallo de orégano Lippia graveolens. Los

porcentajes 30%, 50% y 80% corresponden a la concentracion hidroalcohdlica y 1/10, 1/20 y 1/30 a las

relaciones M:S. Los valores representan la Media + DE (n=3).

se determind trabajar con aquellas muestras que presentaron los valores mas altos de

polifenoles y flavonoides obtenidos de la relacion M:S 1/30 y en las concentraciones

de etanol-agua 30%, 50% y 80 %. Como se puede apreciar en el cuadro 5.
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Cuadro 5.- Resultados de la determinacién de % de sdlidos totales, FT y FL

Porcentaje de FENOLES TOTALES FLAVONOIDES
RELACION sSOLIDOS (mgEAGI/g) (mgEC/g)
%SOLVEN-
TE Y M:S HOJA TALLO HOJA TALLO HOJA TALLO
30%-1/10 | 24.31+0.54°  13.03+1.8° 227.542.3° 170.42+6.48°  125.80+1.47° 98.47+1.9°
30%- 1/20 | 27.34+029° 17.712039°  241.67+17.6" 195.42+6.48° 132¢1.78°  103.52+1.9°
30%- 1/30 | 28.46:0.31° 18.15:0.34°  232.08%13.5 178.75¢8.8°  134.47+1.32° 109.33+2.43°
50%-1/10 | 26.1741.2°  17.64049°  245.42+11.2° 191.25+6.4° 138.4745.19° 120.66+4.43"
50%- 1/20 | 29.22+40.72° 19.42+0.34°  288.75+10.0° 274.17+12.9°  152.85+4.31°  165.52+7.8"
50%- 1/30 | 30.49+1.6°  19.95:0.21°  278.33£12.9° 253.33:7.07°  155.7121.51° 149.04+2.29°
80%- 1/10 | 27.49+2.6° 15810720  280.83+15.3° 273.58+13.5°  150.95:4.06° 175.33%2.75'
80%- 1/20 | 25.34x07°  18.25:046°  273.75¢14.7°  279.17+12.03°  146.19+4.56° 168.76+6.52'
f
80%-1/30 | 25.61:0.4°  17.36x3.2° 342.0841.7° 277.92¢8.8°  180.76:0.92° 176.194.52

Los valores representan la media + DE (n=3), superindices por columnas representan
diferencia significativa p<0.05 entre los extractos con distinta relacion M:S y % de
alcohol. ANOVA de una via post hoc Fisher-LSD.

7.1.2 Evaluacion antioxidante in vitro

Con respecto a la capacidad antioxidante que presentan los extractos, en la evaluacion
con el radical DPPH, los extractos de hojas tuvieron mayor inhibiciéon con respecto a
los de tallos. En la Fig.17 se muestran los resultados como concentracion efectiva 50
(Cls0), que corresponde a la concentracidn de extracto para inhibir el 50% del radical
resultando la mayor actividad inhibitoria a menor concentracién del extracto (ug/ml).
Por lo tanto, la mayor actividad inhibitoria se observé con la hoja en la concentracion

80% etanol-agua con un valor 447.6£15.053 ug/ml. En el tallo la mayor actividad de
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inhibicién fue en la concentracién 50% y 80% de solvente etanol-agua con un valor de

748.51+48.8 ug/ml, utilizando como estandar de referencia Rutina.
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Figura 17.- Relaciéon de la Clso del efecto del DPPH en hoja y tallo de extractos hidroetandlicos de
orégano Lippia graveolens. Los valores representan la Media + DE (n=3), Letras diferentes indican

diferencia estadistica significativa entre grupos p< 0.05 ANOVA de una via post hoc Tukey.

La capacidad antioxidante de FRAP (Poder Antioxidante Reductor del Hierro), se
muestra en la Fig. 18, los mejores resultados fueron para la hoja, H80 con un valor de
346.09+24.4 mmoles/ml equivalentes de Trolox (UM ET) y para tallo TS50 con un valor
de 320.18+13.49 pyM ET utilizando como referencia estandar la Luteolina, quien

presentd la menor inhibicidn con respecto a los extractos.
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Figura 18.- Evaluacion antioxidante in vitro mediante la técnica FRAP de extractos hidroetandlicos de
hoja y tallo de orégano Lippia graveolens. Los valores representan la Media £ DE (n=3), letras diferentes

indican diferencia estadistica significativa entre grupo p<0.05 ANOVA de una via post hoc Tukey.

En la Fig.19 se muestra el resultado de la evaluacion antioxidante mediante la técnica
ABTS, los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién, por lo que a mayor
porcentaje la capacidad inhibitoria es mejor, resultando los mayores valores para hoja
T80 con un valor de 44.33+0.71 en % de inhibicidn (%ARL) y para el tallo T50 el cual
fue superior a la hoja, el valor fue de 46.77+1.65 (%ARL) y sin mostrar diferencias
significativas el T50 p>0.05 con respecto al estandar Luteolina, cuyo valor fue
46.3610.73.
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Figura 19.- Evaluacion antioxidante in vitro mediante la técnica ABTS de extractos hidroetandlicos de

% Inhibicion ARL

IR SR -
| mm L

hoja y tallo de orégano Lippia graveolens. Los valores representan la Media + DE (n=3) indican

diferencia significativa entre grupos p< 0.05 ANOVA de una via post hoc Tukey.

7.2 Evaluacion de la inhibicion Clso de la enzima a-amilasa

En la Fig. 20 se muestra que el tallo T50 tuvo mayor actividad inhibitoria en la enzima
a-amilasa con un valor de 3804.62+48.37 ug/ml, con respecto a la hoja H80 con un
valor de 4868+41.10 pg/ml, siendo el control acarbosa el que presenté la mayor

actividad inhibitoria en la enzima a-amilasa con un valor de 189.29+4.28 ug/ml.
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Figura 20. Determinacién de la Clso para inhibir la enzima a-amilasa in vitro en los extractos
hidroetandlicos de hoja y tallo de orégano Lippia graveolens. Los valores representan la Media + DE
(n=3), letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05 ANOVA de una via post hoc

Tukey.

7.3 Evaluacién de la inhibicién Clso de la enzima a-glucosidasa

En la Fig. 21 se muestra que el tallo present6 actividad inhibitoria Clso en la enzima o-
glucosidasa con los valores de T30 de 1368.84+40.45 ug/ml; T50 de 1337.69+88.37
Mg/ml; T80 de 1420.35+88.37 pg/ml y el control acarbosa con el valor de
1401.35+19.06 ug/ml sin diferencias significativa p>0.05, entre ellos, siendo la hoja
H80 la que presentd menor actividad inhibitoria en la enzima a-glucosidasa con un
valor de 3264.71 pg/ml.
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Figura 21- Determinacion de la Clso de la a-glucosidasa de los extractos hidroetandlicos de hoja y tallo
de orégano mexicano Lippia graveolens. Los valores representan la Media + DE n=3, letras diferentes

indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05 ANOVA de una via post hoc Tukey.

7.4 ldentificacion de metabolitos mediante cromatografia

7.4.1 Comparacion cualitativa de los compuestos fendélicos por HPLC-DAD
Los resultados del analisis de conglomerados para definir la semejanza de los
compuestos extraidos con las diferentes concentraciones de etanol, ET30, ET50 y

ET80, tanto en hojas como en tallos se muestran en la Figura 22.

Los resultados de esta evaluacién mostraron que en las hojas los compuestos que se
solubilizaron con ET50 son los mismos que se disolvieron en ET80, de forma
cualitativa y en el caso de los tallos la semejanza entre los solubles en ET50 y ET80
es del 95%. Para los extractos de tallos ET30, la semejanza con el resto es del 70%,

mientras que en las hojas ET30 la semejanza es menor al 30%.
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De esta informacion se deduce que la concentracion del solvente ET50 y ET80 no
afectd de forma cualitativa la solubilidad de los compuestos, aunque si de manera

cuantitativa, con respecto al ET30.
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Figura 22.- Cromatogramas (HPLC-DAD) a 280 nm de extractos de hojas de orégano mexicano a

diferentes concentraciones de etanol, a) ET30, b) ET50, c) ET80.

500

4001

mAU

__ DAD: Signal A, 280 nm/Bw:4 nm
LIPP12-a
Retention Time

15.53

10 12 14 16 18 20 2
Minutes

a) Cromatograma de extracto Tallo ET30.

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

70



Maria Estela Frias Zepeda CIIDIR - Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

2000
DAD: Signal A, 280 nm/Bw:4 nm

LIPP15-a
Retention Time

16.43

1500+

1000+

mAU

30.90
4.93

5004

18.32

o
L 1.74
1
gﬂ4
16.97
23.01
31.38
33.06
33.89
3B

3

5
42

Minutes

b) Cromatograma de extracto de Tallo ET50.
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Figura 23.- Cromatogramas (HPLC-DAD) a 280 nm de extractos de tallo de orégano mexicano a
diferentes concentraciones de etanol, a) ET30, b) ET50, c) ET80.

En la siguiente fig. 24 se realizé un algoritmo, sobre la relacion que pueden guardar
los distintos cromatogramas con respecto a la concentracion de solvente, dando los
siguientes resultados, en los cuales se puede apreciar la semejanza y diferencias entre
los cromatogramas los compuestos ET30, ET50 y ET80, tanto de hoja como de tallo,
este analisis indica que las hojas ET50 y ET80 son cromatograficamente iguales, de

forma cualitativa, mientras que en tallo ET50 y ET80 la semejanza es del 95%. El tallo
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ET30 y principalmente la hoja ET30 son cromatograficamente diferentes al resto de

las demas muestras.

Distancia
Hoja 50%
Hoja 80%
T Tallo 50%
— Tallo 80%
Tallo 30%
Hoja 30%

Figura 24.- Analisis de conglomerados mediante el algoritmo UPGMA y el indice de Jaccard utilizando
el programa PAST version 3.21(Hammer, Harper & Ryan 2001). generado a partir de presencia (1),

ausencia (0) de compuestos (picos cromatograficos) a diferentes tiempos de retencion.

7.4.2 Compuestos identificados por UPLC- ESI-MS

De acuerdo a los tiempos de retencion y a los espectros identificados de las moléculas
conforme a los picos eludidos utilizando estandares de referencia se reportan las
siguientes moléculas (cuadro 6), asi mismo se muestran algunas estructuras

moleculares de los polifenoles reportados, Fig. 25.

Los resultados de los compuestos identificados y la concentracion expresada en

porcentajes, en hoja residual y tallos, se presentan en el Cuadro 6.
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Cuadro 6.- Algunos polifenoles identificados en los extractos de hoja y tallo del orégano mexicano,
relacion 1:30. Los resultados se expresaron en porcentaje de area relativa de extractos identificados por
UPLC-DAD-MS.

Rt (min) [M-H  HOJA (%) TALLO (%) Identificacion

4.32 179 14.67 7.34 Acido cafeico

5.80 463 3.59 2.82 Quercetina-3-O-
glucosido

6.35 609 0.32 0.35 Rutina

6.41 303 17.61 21.31 Taxifolina

7.56 137 2.01 2.86 Acido 2-
hydroxybenzoico

7.79 435 1.00 0.90 Phloridzina

8.67 287 15.13 20.59 Eriodictyol

8.92 285 4.43 6.12 Luteolina

8.96 301 0.80 0.96 Quercetina

9.73 271 25.95 30.11 Naringenina

9.84 269 1.53 218 Apigenina

12.51 283 10.44 0.94 Acacetina
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Figura 25.- Algunas estructuras moleculares identificadas en extractos de hoja y tallo del orégano

mexicano, Lippia graveolens.

7.6 Evaluacion toxicoldgica

7.6.1 Toxicidad aguda DLso con extractos hidroetandlicos de hoja y tallo de
Lippia graveolens en modelo murino

Después de la administracion de los extractos de hoja y tallo, a ratones hembras y
machos, y transcurridos 14 dias de observacidén no se presentaron sintomas, ni

cambios en las conductas de los animales ni muertes.

La DL50 de los extractos de hoja y tallo del orégano mexicano Lippia graveolens esta
dentro de la categoria 5 de acuerdo a la OECD-423 donde la DL50 es superior al valor

de 2000 mg/Kg. Por lo tanto, los extractos son considerados no téxicos.
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7.6.2 Evaluacion citotéxica por la técnica MTT
El efecto citotdxico de los extractos de hoja y tallo en células SK-LU-1, se muestran en
la Figura 26, como promedio de tres experimentos independientes. Ambos extractos

disminuyeron la viabilidad celular en la linea SK-LU-1.

En comparacién con el control negativo el control vehiculo (DMSO 0,1%) no disminuy6
el porcentaje de viabilidad celular (116,49 + 7,88%). EI control positivo cisplatino (5
pg/ml) redujo la viabilidad celular a 60,02 + 4,10 % y 24,80 + 1,77 % a 24 h y 48 h,

respectivamente.

Las concentraciones inhibitorias Clso del extracto de hoja fueron 14,57 + 1,33 pg/mly
41,69 + 1,15 yg/ml a 24 h y 48 h respectivamente. Para el extracto de Tallo los valores
fueron 7,80 £ 1,32 ug/mly 0,81 + 0,28 pg/ml, a 24 h y 48 h respectivamente. Lo anterior
demostré que el extracto de tallo presentd un mayor efecto citotoxico sobre la linea
celular de cancer de pulmén de células no pequefas en comparaciéon con el extracto
de hoja. (Fig. 26).
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Figura 26.- Viabilidad celular en la linea SK-LU-1 después de la exposicion a diferentes

concentraciones de extractos de Hoja y Tallo a las 24h y 48 h de Lippia graveolens. Media tDE (n=3).
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El efecto citotoxico de los extractos de Hoja y tallo sobre la linea celular normal HFF-
1, se muestran en la Figura 27, como promedio de tres experimentos independientes.
Los valores Clso para el extracto de Hoja fueron 59,86 + 1,22 ug/ml y >300 pg/ml, a las
24 h y 48 h, respectivamente, para el extracto de Tallo los valores Clso fueron 50,77 +
1,37 pg/ml y >300 pg/m, a 24 h y 48 h respectivamente. En cuanto al indice de
Selectividad, el extracto de tallo fue mas selectivo que el extracto de Hoja, con 4.1y

6.5 respectivamente.
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Figura 27.- Viabilidad celular en la linea HFF-1 después de la exposicion a diferentes concentraciones

de extractos de Hoja y Tallo a las 24h y 48 h de Lippia graveolens. Media +DE (n=3).

7.7 Pesos de los ratones hembras.

A partir de la semana 13 hasta la semana 18 se registraron los pesos que se muestran
en la siguiente Fig.28, en donde se puede apreciar un incremento constante tanto para
el grupo control como para el grupo GMS, y se mantuvo muy estable el grupo
GMS+Ext. Aunque no hubo diferencias significativas entre los grupos GMS vy
GMS+EXxt.
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Figura 28.- Peso corporal de los ratones hembra con diferentes tratamientos. (n=6). Media + EE, letras

diferentes indican diferencia significativa p<0.05 ANOVA de dos vias, post- hoc Tukey.

En la Fig. 29 se muestran los resultados obtenidos de la grasa peritoneal y perimetral
de los ratones hembras, en donde se puede apreciar que hay diferencias significativas
entre los tres grupos. Siendo el grupo GMS del que se obtuvo mayor porcentaje de

grasa.
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Figura 29.- Porcentaje de grasa corporal, Media £+ EE (n=6), Letras diferentes representan diferencia

significativa entre grupos p< 0.05 ANOVA de una via post hoc Holm-Sidak.
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En el cuadro 7, se muestran los resultados de los pesos de la semana 18 y de las
medidas antropométricas obtenidas el mismo dia después del sacrificio, en donde se
puede observar que no hay diferencias significativas entre el grupo GMS y el grupo
GMS+EXxt, con respecto al peso, en cuanto a la longitud (hocico-ano) hay diferencias
significativas en los tres grupos siendo el de menor crecimiento el grupo GMS, con
respecto a la medida de la cintura el grupo que presento la mayor cintura fue el grupo
GMS con respecto al grupo control y GMS+Ext, en donde en estos ultimos grupos no

se presentaron diferencias significativas entre ellos.

Cuadro 7.- Medidas antropométricas de los ratones hembra CD1.

Medidas Control GMS GMS+EXxt
(Semana 18)
peso (g) 34.78 +1.122 29.35+1.35P 27.48+1.51°
Longitud Ca-Co 10.13+0.22° 9.15+0.14" 9.52+0.26°
(cm)
Cintura (cm) 4.03+0.11° 4.40+0.16° 4.05+0.12°

Los valores representan la Media + EE (n=6), superindices, representan diferencia

significativa por fila entre grupos p<0.05. ANOVA de una via post hoc Holm-Sidak.

7.8 Efecto de los extractos sobre marcadores

7.8.1 Actividad hipoglucemiante

Los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa en cada grupo experimental se
muestran en la siguiente Fig.30 en donde se puede apreciar que entre los grupos
Control y GMS no hay diferencias significativas en el tiempo 30 minutos, pero si hay

diferencia significativa entre estos dos grupos y grupo GMS+EXT, y en el minuto 120
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no presentaron diferencias significativas los grupos GMS y GMS+EXT.pero si estos

dos grupos con respecto al control.
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Figura 30.- Curva de tolerancia a la glucosa en ratones hembra de extractos de tallo de Lippia

graveolans Media tEE (n=6), Letras diferentes representan diferencia significativa a los tiempos 30min

y 120 min p<0.05, ANOVA de dos vias, Post hoc Holman —Sirak.

Para clarificar los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa, y observar las

diferencias significativas entre grupos se determind el area bajo la curva de cada

grupo, como se puede observar en la siguiente Fig.31 en donde se puede apreciar que

hay diferencias significas entre los tres grupos siendo el grupo GMS+EXT

(15,645.32+115.42 mg/dl min™") el que obtuvo el menor valor con respecto a los otros
dos grupos, Control (17,362.51+108.69 mg/dl min') y GMS (18,825.00+109.33 mg/dI

min').
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Figura 31.- Area bajo la curva de tolerancia a la glucosa en ratones hembra, los valores representan la
Media + EE (n=6). Letras diferentes representan diferencia significativa p< 0.05 ANOVA de una via. Pos

hoc Holman-Sirak.

7.8.2. Evaluacion de presion arterial, colesterol, triglicéridos, cHDL,
lipoperoxidacion, hormonas insulina y leptina.

Los resultados que se muestran en el cuadro 8 indican respecto a la presion sistolica
y diastolica que no hubo diferencias significativas entre el grupo Control y el grupo
GMS+EXT, pero si de estos dos grupos con respecto al grupo GMS el cual presenté
una mayor presion arterial. Con respecto a los valores de colesterol, triglicéridos y
cHDL colesterol, el comportamiento fue el mismo que con los resultados de la presion
arterial, no hubo diferencias significativas entre los grupos Control y GMS+EXT pero
si obtuvo mayores valores el grupo GMS, con respecto a los valores de
lipoperoxidacién no hubo diferencias significativas entre el grupo GMS y GMS+EXT,
pero si de estos con respecto al grupo Control, para la cuantificacion de las hormonas
Insulina y Leptina el grupo hubo diferencias significativas entre los tres grupos

presentando un mayor valor el grupo GMS.
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Cuadro 8. Valores de marcadores en ratones hembra CD1.

PARAMETRO Control GMS GMS + Ext
Presion Sistoélica 162.7+5.512 176.0£3.77° 158.66+2.102
(mm Hg)

Presion Diastoélica 145.61+5.652 164.44+3.04° 145.83+£2.91°
(mm Hg)

Colesterol (mg/dl) 89.24+3.592 120.27+9.80P 85.8416.832
Triglicéridos (mg/dl)  121.0+8.76° 185+3.59° 123.4+9.802
cHDL colesterol 51.80+14.112 33.704£2.43P 56.5+2.222
(mg/dl)

Lipoperoxidacion 8.10+£1.942 16.25+2.6° 13.35+£1.39°
mMMDA/mg de

higado

Hormona Insulina 0.12+0.001° 0.29+0.008P 0.17£0.004°
(Hg/ml)

Hormona Leptina 3.05+£0.032 24.80+0.08P 5.07+£0.05°

(Mg/mi)

Los valores representan la Media + EE (n=6), superindices, representan diferencia

significativa por fila p<0.05 ANOVA de una via post hoc Holman-Sirak.
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8. DISCUSION

El propdsito de este estudio fue evaluar en residuos de hoja y tallo del orégano
mexicano, sin ningun valor comercial aparente, la presencia de polifenoles, se observé
que el tallo tuvo una mayor actividad inhibitoria en las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa; siendo este extracto el que se utilizdé para evaluar su efecto en modelo

murino con SM.

8.1 Evaluacion de extractos

En la evaluacion del efecto del solvente y la relacion masa:solvente (M:S) sobre la
extraccién de compuestos bioactivos de la hoja y del tallo de orégano de la especie
Lippia graveolens, se encontro que la concentracion del solvente es el parametro con
mayor efecto en la extraccion de metabolitos que en este caso fue etanol-agua al 80%
(ET80). Do et al. 2014 determinaron que la extraccion de fenoles con distintos
solventes y métodos de extraccion se incrementa con el aumento del contenido de
agua, lo que puede deberse a la polaridad y solubilidad que presentan los compuestos

de la muestra.

En la hoja y tallo la relacion M:S 1/30, fue la de los mejores rendimientos solo la
relacion 1/10 presentd diferencia con el resto a las otras dos relaciones (1/20 y 1/30),
por lo que se reconoce que el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos de
diversos materiales se debe al efecto de las variables de proceso ensayadas sobre el
sistema de extraccion a través de los diversos fendmenos involucrados en ésta, tales
como: la naturaleza del compuesto extraible, estructura quimica y su relacioén con la
polaridad del solvente utilizado en la extraccion (Mosquera et al., 2015), estabilidad y/o
degradacion de compuestos activos, difusion interna y externa, solubilizacién vy
selectividad de los compuestos fendlicos, asi como sobre los fendmenos de adhesion
liquido/sdlido; cuyos efectos combinados determinan la concentracion final de los

compuestos fendlicos presentes en los extractos asi como su capacidad antioxidante,
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como lo reportado por Flores et al., 2017, quienes trabajaron con hoja entera de

orégano mexicano a diferentes concentraciones de etanol en la extraccion.

Con respecto a la actividad antioxidante que presentaron los extractos, en la
evaluacion con el radical DPPH, los extractos de hoja tuvieron mayor inhibicion con
respecto a los de tallo (Fig.17), en la cual se muestran los resultados como
concentracion inhibitoria 50 (Clso), que corresponde a la concentracion de extracto
para inhibir el 50% del radical, a menor concentracion del extracto (mg/l) indica que la
actividad es mayor. Estos valores tienen cierta similitud con lo reportado por Gutiérrez
et al., 2019, quienes midieron esta actividad antioxidante en hoja entera de orégano
reportada como porcentaje de inhibicidn. En este trabajo los mayores efectos se
tuvieron en las muestras hoja ET80 con 447 mg/l de extracto y en tallo ET50 con 748

mg/l de extracto.

Para los ensayos de actividad antioxidante ABTS (Fig. 19) la mayor inhibicion la obtuvo
tallo ET50 con 46%, seguido por hoja ET80 con 44%. Para el ensayo FRAP (Fig. 18)
los resultados indican que el extracto con la mayor actividad fue hoja ET80 con 346
MM ET, seguido por tallo ET50 con 320 uM ET.

8.2 Identificacion HPLC-DAD

Con respecto a la semejanza cromatografica de los compuestos ET30, ET50 y ET80,
tanto en hoja como en tallo, el analisis de conglomerados (Fig.22-24) indicé que las
hojas (ET50 y ET80) y tallo (ET50 y ET80) son cromatograficamente iguales de forma
cualitativa, y la hoja y tallo ET30 son cromatograficamente diferentes al resto,

respectivamente.

El Cuadro 6 muestra los datos de tiempo de retencién (tr), absorbancias de los
espectros de UV (A nm) y la identificacién de los compuestos de acuerdo a las sefales
[masa/z]" y el porcentaje de concentracion de las muestras. Varios de estos
compuestos concuerdan con lo reportado con respecto al tallo por Gonzalez et al., en

el 2007 (naringenina, quercetina), reportado en hoja por Amador et al., 2020 y Cortés
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etal., 2021, los flavonoides, naringenina, cirsimaritina, quercetina, eriodictiol, taxifolina,

apigenina entre otros.

En trabajos de extractos de hoja de orégano mexicano realizados por Garcia et al.,
2014 y Cortés et al., 2019. reportaron que el total de compuestos fendlicos varia entre
especies; no obstante, se encontraron consistencias en los siguientes compuestos:
acido cafeico, acido rosmarinico, derivados del acido hidroxibenzoico, del acido

hidroxicinamico, y flavonoides

Los compuestos mayoritarios en extractos hidroetandlicos de hoja residual de orégano
y tallo fueron: acido cafeico, naringenina, luteolina, taxifolina, eriodictiol, glucésido de
quercetina, los cuales coinciden con lo reportado en diversos articulos para Lippia

graveolens principalmente en hojas (Arias et al., 2020, Gonzalez et al., 2021).

8.3 Evaluacion de la inhibicién de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa

En cuanto a la actividad inhibitoria de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, se obtuvo
un efecto favorable mayor en el tallo que en las hojas (Figs. 20, 21). Reportes en los
que evaluaron solo hojas de diferentes variedades de orégano mostraron actividad
inhibitoria de estas dos enzimas por Gutiérrez et al., 2019, mientras que Amador et al.,
2020 solo reportaron actividad inhibitoria expresada en porcentaje de inhibicion de la

enzima a-glucosidasa en extracto de hojas de orégano mexicano

Monzon en el 2019 reportd que la inhibicion en las enzimas a-amilasa pancreatica y a-
glucosidasa en el intestino delgado de ratones se debio a la accidn de los flavonoides:
quercetina-3-O-glucésido, luteolina-7-O-glucésido), kaempferol-3-O-glucésido, vy
apigenina, son los que generarian complejos con el sitio activo de la a-amilasa de
forma mas efectiva para inhibirla. En el caso de la a-glucosidasa, los compuesto
quercetin-3-0O-(6"-malonil)-glucésido, apigenina-7-O-glucésido kaempferol-3-O-(6"-
malonil)-glucdsido, naringenina fueron los que presentaron mejores resultados de

inhibicion. Los resultados del mayor efecto inhibitorio enzimatico en el tallo con
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respecto a la hoja se debieron a que la concentracién de los flavonoides reportados
por Monzén con actividad inhibitoria tanto para a-amilasa y a-glucosidasa se

encontraron en el tallo en mayor concentracion (cuadro 6).

8.4 Evaluacion toxicolégica

Desde la antiguedad, la medicina tradicional ha usado extensamente las especies del
género Lippia como analgésicos, antiinflamatorios, antipiréticos, antifungicos,
hipoglucemiantes, tratamiento de problemas respiratorios, etc.; por lo que es
importante realizar estudios que garanticen la seguridad en el consumo de estas

plantas medicinales, como lo reportado por Satish et al., 2013.

8.4.1 Determinacion de DLs

El Procedimiento de Dosis Fijas fue de acuerdo con el procedimiento de la Guia No.
423 de la OECD. En cuanto a la evaluacién toxicolégica DLso, no mostro efectos
toxicos derivados de la ingesta intragastrica de los residuos de hoja y tallo a partir de
una dosis Unica aplicada a grupos de ratones hembra y macho a la dosis de 500 mg,
1000 mg y de 2000 mg/kg de peso de raton, ya que después de un periodo de
observacion de 14 dias ningun animal presento algun nivel de intoxicacién o muerte,
por lo que se considera a los extractos en categoria 5, producto no toxico, segun los
procedimientos estipulados por la OCDE-423. Este resultado concordé con lo
reportado por Soto et al., 2012, Bermudez et al., 2007 y Gonzalez et al., 2017.quienes
trabajaron con extractos de hojas entera de orégano mexicano. Hasta el momento, no

hay reportes de la actividad in vivo de tallo de orégano en modelo murino CD1.

8.4.2 Evaluacioén citotéxica in vitro

Las propiedades anticancerigenas de los compuestos fendlicos se considera que
actuan en diferentes etapas del ciclo celular que modulan la diferenciacién celular e
inducen apoptosis (Abubakar et al., 2012). Los mecanismos involucrados son diversos;
uno de los principales es su capacidad para inactivar radicales libres que pueden

causar mutaciones en el ADN y, consecuentemente, bloquear el dafio genotdxico
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(Cheng et al., 2013). Los extractos del orégano mexicano tienen una alta capacidad
para neutralizar radicales libres, segun lo reportado por Froehlicher et al., 2009, Bansal
et al., 2011, que observaron que la quercetina, quercetina-3-O-ramnésido y el acido
cafeico; compuestos fendlicos abundantes en otras plantas medicinales (Crateagus
ssp) asi como en el orégano mexicano, disminuyen el dafio de ADN, la peroxidacion

de lipidos, la citotoxicidad y la formacion de especies reactivas de oxigeno.

Se ha informado que la actividad selectiva de los compuestos citotoxicos frente a las
células sanas y tumorales, se debe a un amplio espectro de mecanismos que pueden
ser responsables de la resistencia; estos incluyen diferencias en la localizacion
subcelular de Bik y en la funcién mitocondrial (Studzinska et al., 2016). Ello puede
explicar la sensibilidad ejercida por los extractos de hoja y tallo en las lineas celulares,
lo cual supone que los compuestos presentes en cada uno de los extractos
desempenan un papel fundamental para la actividad citotoxica de los mismos. Se ha
reportado que compuestos como la taxifolina, quercetina y naringenina, poseen efecto
citotodxico al inhibir la proliferacion de células de cancer cervical (HeLa) e intervenir en
la regulacion de la expresion de proteinas apoptéticas p53 y p21, como lo reportado

por Amalinei et al., 2014.

Un experimento reportado por Ruthvica et al., 2018 en cuatro flavonoides citricos:
naringenina, apigenina, hesperidina (conc. 0.01%, 0.02 %, 0.1%,) respectivamente y
una mezcla limonoide (0,035% glucésido de limonina/glucésido de obacunona) en la
malignidad de colon incitada artificialmente en ratas Sprague-Dawley. Se noté que la
naringenina y apigenina mostraron una mayor apoptosis de colonocitos superficiales
luminales en comparacién con el grupo placebo. Lo anterior podria explicar el efecto
de los extractos de residuos de hoja y tallo de Lippia graveolens que actuaron sobre la
linea celular de cancer de pulmén SK-LU-1 teniendo ambos extractos un Clso <30
mg/ml considerados por el Instituto Nacional de Cancer (NCI, USA), como activos para
tratar algun tipo de cancer, ya que la naringenina, quercetina, apigenina y hesperidina,

forman parte de los componentes mas abundantes de los extractos de hoja y tallo del
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orégano mexicano, asi como el indice de selectividad que para ambos extractos fue

superior 2, considerado por Suffenss en 1990 como no toxico para células normales.

8.5 Evaluacién de la actividad biolégica en marcadores bioquimicos
relacionados con el SM

Al SM se le relaciona con una serie de alteraciones metabdlicas como: hiperglucemia,
hipertension, elevados niveles de colesterol y triglicéridos, HDL bajos, resistencia a la
insulina, obesidad tipo central, factores relacionados con diabetes mellitus e
hipertension, siendo de reconocimiento tres de estos padecimientos para considerar

que una persona padece SM (Francini et al., 2019).

Asi, los resultados registrados en los ratones hembra, a los que se les indujo el SM,
presentaron niveles elevados de insulina, obesidad central, niveles elevados de
triglicéridos y niveles bajos de HDL, por lo que se pudo comprobar el efecto
antioxidante que presentd el tallo administrado por 30 dias via intragastrica. Este
resultado concuerda con lo reportado por otros autores, que sefalan a L. graveolens
como una especie que es usada como analgésica, antiinflamatoria, antifungica,
antiespasmaodica, descongestionante de las vias respiratorias altas, hipoglucemiante
y oxitocica en el tratamiento de diferentes enfermedades y malestares (Hernandez et
al., 2015).

Generalmente, para probar los efectos farmacoldgicos de un extracto vegetal, las hojas
son la parte mas utilizada, como lo refieren Palomino & Arroyo 2017, Umezawa et al.
2018; Reshidan et al. 2019; y Condorhuaman et al. 2019. En el caso del orégano
mexicano, sus hojas tienen un gran valor comercial, ya que de ellas se extraen los
aceites esenciales atribuidos a propiedades culinarias, farmacoldgicas y cosméticas
(Garcia et al. 2012; Orona et al. 2017; Téllez et al, 2014; Téllez & Nolasco 2017,
Carvalho et al. 2020).
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Los estudios realizados sobre la actividad de la naringenina a dosis de 25 mg/Kg de
peso por dia en ratas Wistar por 15 dias a las que se les indujo diabetes por
administracion de Streptozotocina, exhibié una potente actividad de inhibidor de la
enzima a-glucosidasa de acuerdo a lo reportado por Priscilla et al., en el 2014. Otro
reporte realizado por Annadurai et al., 2012, también con ratas diabéticas a las que se
les administré una dosis de 50 mg/Kg de peso de raton por dia reporté reduccion de la
hiperglucemia, niveles de triglicéridos por supresién de la absorcién de carbohidratos
del TGI (tracto gastrointestinal), una administracién de 25 mg/Kg de peso por dia en

ratas Wistar ejercio efectos protectores cardiovasculares.

Por lo que los resultados de esta investigacion concuerdan con los resultados
previamente reportados, ya que el tallo de Lippia graveolens, administrado por 30 dias
a una dosis de 300 mg/kg de peso de ratén, tuvo un efecto favorable en varios
parametros probados con respecto al grupo GMS, mostrando una disminucion
significativa con respecto al peso corporal, porcentaje de grasa, presion sistolica y
diastdlica, niveles de glucosa, colesterol total, triglicéridos y hormonas insulina y
leptina, como se muestra en cuadro 8, debido a las concentraciones mas elevadas de
naringenina, eriodictiol y taxifolina encontrados en el extracto de tallo con respecto a

la presencia de otros flavonoides.

El creciente interés en los flavonoides, como el caso de la naringenina estudiado en
varios modelos animales y estudios en linea celular. Se debe a que sus principales
efectos incluyen: inhibicion de las enzimas oxidantes como xanthina
oxidasa, NAPH(nicotinamida,adenina,dinucleétido,fosfato,oxidasa), lipoxigenasay ci
clooxigenasa, quelacion de iones metalicos transitorios tales como Fe?*, Cu?*, Zn?*,
catalizar el transporte de electrones. Debido a este hecho, se han descrito efectos
protectores en patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias,
infecciones viricas, ulcera estomacal y duodenal e inflamaciones, entre otras

patologias, (Leonardi et al., 2010).
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Diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de
peroxidacioén lipidica del acido linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, la
peroxidacién de los glébulos rojos o la autooxidacién de los homogeneizados de
cerebro, como lo reportado por Martinez et al., 2002; aunque en este trabajo no se vio
diferencia entre el grupo GMS y el grupo GMS+Ext. Tal vez se debi6 a no haber dado
un plazo mayor en el tratamiento del extracto de tallo o haber administrado una mayor

dosis para ver reflejado este efecto.

Perfil hormonal

Los ratones hembra del grupo GMS exhibieron niveles de leptina e insulina en suero
significativamente elevados en comparacién con el grupo Control y el grupo
GMS+EXT.

El principal sitio de accién de la leptina en el hipotalamo es el nucleo arcuato, el cual
comprende dos poblaciones de neuronas: la primera libera el neuropéptido Y que
representa la via orexigénica (inductora del apetito); asi la leptina disminuye la
produccién de neuropéptido Y, el cual aumenta la ingesta de alimentos y estimula la
secrecion de insulina por via parasimpatica. La segunda via anorexigénica secreta
proopiomelanocortina inductora de saciedad. Por este medio la leptina ejerce su efecto
disminuyendo la ingesta de alimento, aumentando la oxidacidon de grasa y el gasto
energético favoreciendo asi la pérdida de peso corporal como lo reportado por
Gonzalez et al, 2012. Se infiere que, al destruir el nucleo arcuato con la administracion
de glutamato de sodio en etapa neonatal de los ratones, el eje tejido adiposo
hipotalamico se vera dafado, principalmente por la interrupcion de la via
anorexigénica. La resistencia a la leptina en los ratones hembra con SM se explica con
la relacion de sobrepeso y las elevadas concentraciones de leptina. Dicha hormona es
secretada por los adipocitos, pero la sefal no es censada por el cerebro produciendo
una respuesta disminuida o nula. los niveles hematicos pueden estar elevados en la
obesidad, por insensibilidad de los receptores hipotalamicos, o por defecto en el
sistema de transporte hacia el sistema nervioso central como lo reportado por Morales

et al, 2010.
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Almaza et al., en el 2008 reporté que las consecuencias metabdlicas de los niveles
elevados de leptina, son proporcionales al incremento del tejido adiposo y de la
actividad lipogénica del higado debido a la hiperinsulinemia, ademas de disminucion
de la utilizacion de glucosa por el musculo debida a resistencia por la accion de la
insulina. La administracion del extracto de tallo de orégano mostré una disminucion
significativa del porcentaje de grasa, colesterol y triglicéridos, por lo tanto, se observé
un efecto favorable que disminuy6 la concentracion de leptina e insulina en los ratones

hembra con SM.

90



Maria Estela Frias Zepeda CIIDIR - Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

9. CONCLUSIONES

e La concentracion de etanol-agua al 50% y 80% vy la relacion masa/volumen 1/30
fueron las mas eficientes para la extraccion de compuestos fendlicos tanto para hoja

como para tallo.

e Existe diferencia significativa entre los residuos de hojas y tallo del orégano; aunque
la hoja presenté en la mayoria de los analisis mayor efecto antioxidante, fue el tallo
el que obtuvo la mejor actividad en la inhibiciéon de las enzimas a-amilasa y o—

glucosidasa.

e Se encontré que la dosis letal media de ambos extractos fue = 5000 mg/kg sin
manifestacion de signos toxicos, por lo que estos extractos son considerados no

toxicos.

e Las pruebas de citotoxicidad, in vitro, resultaron para los extractos de hoja y tallo
con efecto neoplasico en células de cancer SK-LU-1 y no resultaron toxicos, para la

linea celular normal HFF-1, por lo que su consumo es seguro.

e EISM constituye un problema de salud evidente, no solo por su elevada prevalencia,
sino también por su papel como factor de riesgo para otras enfermedades que
implican una gran morbi-mortalidad, como las enfermedades cardiovasculares y la
diabetes mellitus; asi, el extracto de tallo usado en un modelo murino con SM,
resulté con efecto favorable en la disminucion de la mayoria de los variables

evaluadas en este estudio con respecto al grupo control y al grupo GMS.

e Por los resultados obtenidos en este estudio de investigacion, con los extractos de
residuos de hoja y tallo de Lippia graveolens. H.B.K. que son aproximadamente un
80 % de la planta, se tiene una gran area de oportunidad para el uso del extracto

de tallo principalmente relacionado con alteraciones metabdlicas.
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10. RECOMENDACIONES

e Se propone el estudio de nuevos indicadores de bioactividad del extracto de tallo
sobre la patologia del SM como actividad enzimatica hepatica.

e Complementar con estudios de genotoxicidad in vivo para los extractos de hoja y

tallo del orégano mexicano.

e Seguir con un esquema clinico fase |, para medir la actividad del extracto de tallo

del orégano mexicano en personas sanas.
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