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II. RESUMEN

En la actualidad diversas plantas medicinales se utilizan de manera tradicional
por sus propiedades benéficas. Entre las plantas que se distribuyen en el estado
de Michoacan y que se han utilizado de manera sobresaliente en la medicina
popular, destaca el toronjil morado (Agastache mexicana ‘Kunth’ Lint et Epling),
la cual se ha estudiado desde el punto de vista etnobotanico, farmacolégico,
quimiotaxondmico y fitoquimico. El toronjil se consume como infusién o
decoccion para tratar desérdenes gastrointestinales, ansiedad, insomnio,
alteraciones cardiovasculares y como analgésico y anti-inflamatorio. A pesar de
su amplio uso como remedio herbolario no existen estudios cientificos que
corroboren alguna de sus propiedades terapéuticas. ElI uso del toronjil (A.
mexicana) recae principalmente por su contenido de compuestos volatiles, ya
gue se han reportado a canfeno, B-pineno, limoneno, 1,8-cineol, furfural,
citronelal, mentona y pulegona, como compuestos mayoritarios. Este tipo de
metabolitos tienen actividad antioxidante y, sin embargo hay pocas evidencias
de dicha actividad en modelos experimentales in vitro e in vivo. Es por ello, que
en la presente investigacion, el objetivo fue evaluar el efecto antioxidante de
diferentes extractos de A. mexicana y sus principales compuestos terpénicos en
modelos experimentales in vitro. Los extractos fueron obtenidos a partir de parte
aérea (hoja, tallo y flor) de plantas de A. mexicana, mediante maceracion
metanolica, infusion y reflujo hexanico en aparato tipo Soxhlet. Los tres extractos
fueron filtrados y llevados a sequedad con gas nitrogeno, resuspendiendo en
metanol a las concentraciones de 0.001, 0.01, 0.1 y 1 mg/mL. La actividad
antioxidante se determin6 por los métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo),
ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) y TBARS (&cido
tiobarbiturico); encontrando que el extracto metandlico fue el que alcanzé la
mayor inhibicion de radicales libres con los tres ensayos (92.54%, DPPH,;
99.30%, ABTS; y 93.69%, TBARS) a concentraciones de 0.01 mg/mL. El andlisis
por CG-EM de dicho extracto mostré que los compuestos mayoritarios presentes
fueron de tipo terpénico, siendo limoneno, linalol, mentona, a-terpineol, pulegona
y eugenol, los mayoritarios. De éstos, el eugenol mostrd la mayor capacidad
antioxidante en los tres métodos in vitro (98.10%, TBARS; 94.35%, DPPH; y
98.26%, ABTS) a partir de las concentraciones de 0.001, 0.01 y 1 mg/mL,
respectivamente. Los terpenos limoneno, linalol, mentona, a-terpineol y
pulegona exhibieron una actividad antioxidante baja. Se concluye que el extracto
metanolico de A. mexicana exhibié la mayor capacidad antioxidante en los
modelos in vitro ensayados, siendo el eugenol el responsable de esta actividad.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, extractos vegetales, radicales
libres, terpenos y Toronjil morado.



EVALUACION DEL EFEQTO ANTIOXIDANTE in vitro DE LOS EXTRACTOS
Y COMPUESTOS TERPENICOS DE TORONJIL (Agastache mexicana)”

ABSTRACT

Actually many medicinal plants traditionally are used for its beneficial properties.
Among the plants that are distributed in Michoacan State (México), purple toronijil
(Agastache mexicana 'Kunth' Lint et Epling) has been studied from the
ethnobotanical, pharmacological, chemotaxonomic and phytochemical point of
view. Toronjil is consumed as infusion or decoction to treat anxiety, insomnia,
gastrointestinal disorders, cardiovascular disorders and as analgesic and anti-
inflammatory. Despite its wide use as folk medicine, there are no scientific studies
that corroborate any of its therapeutic properties. The use of toronjil (A. mexicana)
is mainly due to its content of volatile compounds such as camphene, -pinene,
limonene, 1,8-cineol, furfural, citronellal, menthone and pulegone, as major
compounds. This type of metabolites have antioxidant activity and there is little
evidence of such activity in experimental in vivo and ex vivo assays. It is
therefore, that in this research, the objective was to evaluate the antioxidant effect
of different extracts of A. mexicana and its major terpene compounds in vitro
experimental models. Extracts were obtained from aerial part (leaf, stem and
flower) of A. Mexicana plants, using maceration methanolic, infusion and reflux
hexanic in type Soxhlet apparatus. The three extracts were filtered and taken to
dryness with gas nitrogen, resuspending in methanol at concentrations of 0.001,
0.01, 0.1 and 1 mg/mL. The antioxidant activity was determined by the DPPH (2,
2-diphenyl-1-picrilhidracilo), ABTS methods (2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico acid) and TBARS (thiobarbituric acid); finding that the methanolic
extract was the one who reached a greater inhibition with the three assays
(92.54%, DPPH; 99.30%, ABTS; y 93.69%, TBARS) at concentrations of 0.01
mg/mL. Analysis by GC-MS of this extract showed that the present major
compounds were limonene, linalool, menthone, a-terpineol, pulegone and
eugenol. The compound eugenol was which showed the greater antioxidant
capacity in vitro methods three (98.10, TBARS; 94.35, DPPH and 98.26%, ABTS)
at concentrations of 0.001, 0.01, and 1 mg/mL, respectively. The terpenes
limonene, linalool, menthone, a-terpineol and pulegone exhibited a lower
antioxidant activity. It is concluded that methanol extract of A. mexicana and
eugenol exhibit greater antioxidant capacity in vitro models tested.

Keywords: Antioxidant capacity, plant extracts, free radicals, purple toronijil.



1. INTRODUCCION

Los radicales libres ademas de dafiar a las membranas celulares también tienen
una gran afinidad hacia el nacleo y su contenido genético, causan destruccion o
mutilacion de los acidos nucleicos, los encargados de almacenar la informacion
genética, provocan asi de esta manera que sea mas factible que se desarrollen
diversos tipos de enfermedades. La primera evidencia se recoge de diversos
estudios epidemioldgicos los cuales muestran correlaciones estadisticas entre
presencia insuficiente de nutrientes del tipo antioxidante en el plasma sanguineo,
asi como la relacién entre alimentos y la incidencia de patologias (Murray et al.,
1997).

La accién de tipo cadena que los radicales libres llevan a cabo al entrar en
contacto e interaccionar con otro tipo de moléculas con un equilibrio
electroquimicamente estable, esta ligada al cancer y al dafio arterial causado por
la accion de los lipidos de baja densidad oxidados directa o indirectamente,
relacionando entonces a las especies reactivas también con enfermedades

cardiovasculares (Murray et al., 1997).

En el caso del organismo humano se produce un problema cuando se ve
sometido a tener que tolerar constantemente un exceso de radicales libres, es
gue se denominan esencias 0 aceites esenciales, cuyos principales

constituyentes son los terpenos (Dudareva y Negre, 2005).

Los aceites esenciales de diversas especies de plantas ejercen actividad
antioxidante, dichos efectos son atribuidos a sus componentes terpénicos
(Cardona y Mejia, 2009; Daniel et al., 2009).

En el estado de Michoacan existe una gran diversidad vegetal y se ha
demostrado que muchas especies poseen actividad antioxidante, para el
desarrollo del presente trabajo se utilizd la especie Agastache mexicana spp.
mexicana de la familia Lamiaceae, comunmente denominada toronjil morado, a
la que se le aplicaron tres ensayos de capacidad antioxidante DPPH, ABTS y
TBARS. Se cuantifico la actividad de tres tipos de extractos con diferente



polaridad, asi como la realizacion de un perfil cromatografico para identificar el
tipo de metabolitos secundarios presentes en el o los extractos con mayor
actividad antioxidante de A. mexicana.

normal que el sistema genere radicales libres, pero cuando factores externos
actian sobre nuestro organismo. Dichas concentraciones se elevan
considerablemente, algunas de estas especies reactivas del oxigeno son mas
dafinas que otras y ademas factores como la contaminacion ambiental, polucién
industrial y acustica, humo de tabaco, pesticidas, herbicidas, alimentacion
descontrolada y poco consiente, aumenta tanto la concentracion que puede
llegar a superar la resistencia metabolica (capacidad de reponer la homeostasis)
(Flores, 2000).

Recientemente, muchas medicinas naturales derivadas de plantas son de gran
interés debido a sus diversas propiedades biolégicas y perfil de seguridad en el
tratamiento de diversas afecciones médicas, incluyendo las que provocan estrés
oxidativo (Sheir et al., 2001). Las plantas arométicas son un grupo potencial para

la obtencién de este tipo de compuestos, ya que producen fracciones volatiles



2. ANTECEDENTES

2.1. USO DE PLANTAS MEDICINALES EN MEXICO

Desde la antigiiedad las plantas han sido un recurso al alcance del ser humano
para su alimentacion y para la curacién de sus enfermedades, veneradas como
virtudes por la humanidad entera desde siempre, poseen propiedades por las
cuales se les ha reconocido y transmitido sus conocimientos acerca de ellas por
generaciones. Las plantas curativas histéricamente son el recurso terapéutico
por excelencia en la medicina tradicional mexicana (Argueta et al,. 1994), es por
esto que siempre han sido de vital importancia para el hombre, supliendo
necesidades basicas como alimento y medicina. Por tal razén, se han estudiado
desde hace muchos afios, demostrando sus grandes efectos biolégicos en la
salud humana; ya sea como reguladores, inhibidores enziméticos,

conservadores, antioxidantes, entre otros (Raskyn et al., 2002).

Un referente importante acerca de las plantas en México es la obra del "Cdédice
de la Cruz Badiano" de Martin de la Cruz, una recopilacion de informacion y
dibujos de plantas medicinales escrito en Nahuatl traducido al latin por Juan
Badiano que incluye nombres de 240 plantas, 4 muestras vegetales, 26 animales
y 18 minerales. Relacionado mas especificamente a la vegetacion en Michoacan
se encuentra el Codice Florentino” con amplio contenido herbolario, este tipo de
obra fungié como una fuente util para la farmacopea europea (Maldonado, 2004).

En México, el obispo Vasco de Quiroga fundo él Hospital de Santa Fe para
atender a los enfermos, posteriormente hizo lo mismo en Santa Fe de la Laguna,
Michoacén, donde se empleé la medicina indigena y su terapéutica herbolaria
(Campos et al., 2008; INEGI, 2010).

Las comunidades indigenas poseen un profundo contacto de su medio ambiente
y su ecologia (Leonti et al., 2003), tienen el conocimiento de los numerosos usos
gue se les pueden dar a las plantas (Ankli et al., 2002). Estos conocimientos
constituyen una base importante para la conservaciéon de la biodiversidad global

y para su uso sustentable (Frey et al., 1998), la informacion sobre plantas



medicinales utilizadas en Michoacan esta dispersa en muchas publicaciones
(Bello, 2006).

2.1.1. Principios activos de las plantas medicinales

La ciencia moderna ha estado analizando y estudiando los efectos terapéuticos
de las plantas, gran parte de la comunidad cientifica se ha dado a la tarea de
revisar, comparar y clasificar las diversas propiedades para conocer los
principios activos, determinar sus estructuras quimicas, procurar su sintesis,
proponer modificaciones estructurales en busca de mayor actividad v,
finalmente, dar a conocer a la humanidad los resultados de los estudios
(Bequette, 1997).

Un gran porcentaje de los principios activos de plantas esta comprendido dentro
de los llamados productos naturales o metabolitos secundarios, son definidos
como compuestos quimicos de estructura relativamente compleja y de
distribucion mas restringida y mas caracteristica de fuentes botanicas

especificas (Lock, 1994).

Durante muchos afios las plantas han sido usadas en muchos campos,
incluyendo medicina, nutricion, saborizantes, bebidas, repelentes, fragancias,
cosmeéticos, cigarrillos y otros propdsitos industriales. Desde épocas remotas las
plantas han sido la base para casi todas las terapias medicinales, hasta cuando
las drogas sintéticas se desarrollaron en el siglo XIX (Djeridane et al., 2006).

La dieta juega un papel importante en la prevencion de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, fundamentalmente a través del aporte de
compuestos bioactivos de origen vegetal cuya actividad antioxidante y las
evidencias epidemioldgicas se asocian al consumo de vegetales y frutas con una

menor incidencia de enfermedades crénicas (Prior et al., 2005).

Una amplia gama molecular clasificados por su origen como metabolitos
secundarios, se encuentran distribuida entre las familias de plantas existentes
conocidas, entre sus propiedades nuestro equipo de trabajo se enfoca en la

actividad antioxidante. La investigacion de las propiedades antioxidantes de las



plantas medicinales y alimenticias lleva décadas marcando un crecimiento
sostenido. Un numero importante de productos obtenidos del reino vegetal, como
los aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles, posee efectos antioxidantes
los cuales son evidenciados mediante diferentes ensayos in vitro e in vivo (Lock,
1994).

Un incremento global del interés por la basqueda y obtencion de antioxidantes
de origen natural como alternativas para sustituir a los antioxidantes sintéticos
utilizados por la industria, debido a sus efectos nocivos para la humanidad y el

medio ambiente.

2.1.1.1. Fenoles

Estabilizan los radicales libres al ceder un hidrogeno de sus grupos hidroxilos,
formandose un puente de hidrégeno entre dos grupos cercanos. El grado de
actividad de éstos y de otros muchos antioxidantes, esta relacionado con el
namero de grupos hidroxilo que posee la molécula (Rice et al., 1996; Nicolaiew
et al., 1998).

Los compuestos fendélicos son conocidos por su habilidad de realiza un barrido
de moléculas radicales (Hall et al., 1997). El término, redne a todas aquellas
sustancias que poseen varias funciones fenol, el nombre popular del
hidroxibenceno, unido a estructuras aromaticas o alifaticas. Se encuentran casi
en todos los alimentos de origen vegetal, ricos en grupos hidroxilo, son
sustancias que influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de los
alimentos, es importante mencionar que no toda ingesta de compuestos
fendlicos es nutricionalmente favorable (Rice et al., 1996). Muchos compuestos
antioxidantes actdan por un Unico mecanismo, pero otros como por ejemplo los

compuestos fendlicos pueden tener acciones combinadas. (Ramén et al., 1998).

2.1.1.2. Flavonoides

Los flavonoides estan presentes en casi cualquier vegetal superior y se les puede
encontrar en cualquier parte del vegetal, son compuestos que presentan dos
anillos de 6 miembros, denominados A y B, unidos por tres atomos de carbono
(C6-C3-C6). Es muy comun que se forme un heterociclo y 2-pirona al cual se le

denomina anillo C, la mayoria de los flavonoides naturales presentan 12



diferentes tipos de ndcleos y se encuentran comunmente en forma de glicosidos
(Pratt, 1976).

2.1.1.3. Terpenos

El término proviene de “Turpentine”, también llamado resina del arbol del pino,
se creia que contenia acidos resinosos y algunos hidrocarburos a los cuales se
les llamaba terpenos, tradicionalmente todos los compuestos que son creados
por plantas a partir de subunidades del isopreno son denotados como terpenos.
Muchas plantas producen terpenos volatiles en orden de atraer diferentes
especies de insectos para la polinizacién, de lo contrario para expulsar ciertos
animales que usan las plantas como comida, algunos terpenos son toxicos
(Breitmaier, 2006).

2.1.2. Antioxidantes de origen vegetal

Los radicales libres tienen una funcion crucial en el desarrollo del tejido dafiado
en varias enfermedades humanas como cancer, enfermedades
neurodegenerativas, malaria, aterosclerosis y diversos eventos patoldgicos
(Gutteridge, 1994).

Los antioxidantes tal vez tienen una funcién importante en la prevencion de estas
enfermedades, por lo que existe un creciente interés en los efectos antioxidantes
de los compuestos derivados de las plantas, los cuales pueden ser relevantes
en relacién a su incidencia nutricional y el papel que representan para el
equilibrio salud-enfermedad (Steinmetz et al., 1996; Aruoma, 1998; Bandoniene
et al., 2000; Pieroni et al., 2002; Couladis et al., 2003).

Un gran numero de reportes acerca del aislamiento y pruebas de derivados
antioxidantes en plantas han sido descritos en las décadas pasadas, constituyen
un amplio rango de sustancias, incluyendo compuestos que contienen fenoles o
nitrégeno y carotenoides (Shahidi et al., 1992; Velioglu et al., 1998). Un gran
numero de diferentes plantas aromaticas han sido investigadas por su potencial
antioxidante, en algunas, particularmente en aquellas pertenecientes a la familia
Lamiaceae, se han encontrado ser muy efectivas con respecto a los

antioxidantes naturales (Pietta et al., 1998).



2.2. ESTRES OXIDATIVO

En determinadas situaciones, las defensas antioxidantes pueden verse
desbordadas por la excesiva generacion de especies reactivas del oxigeno. Este
desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes esta relacionado en varias
etapas de la patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer y Parkinson; ademas del cancer, problemas vasculares como la
aterosclerosis, desordenes inflamatorios (Miglior et al., 2009) y al proceso de

envejecimiento (Lee et al., 2004).

Algunos estudios recientes indican que la manera mas efectiva de evitar el dafio
producido por dichos radicales es su estabilizacion por parte de antioxidantes
(Ramirez et al., 2007), los cuales constituyen uno de los principales recursos de
la biologia humana para contrarrestar los dafios causados por los derivados del
oxigeno, que actuan como desestabilizadores (Siddhuraju et al., 2007). Es
debido a esto, que en los ultimos afios, el estrés oxidativo y sus efectos adversos
en la salud humana han llegado a ser un tema de gran interés en los campos

bioldgico, medicinal, nutricional y agroquimico (Magalhaes et al., 2008).

2.2.1. Radicales libres

Dentro de la homeostasis metabdlica normal, los radicales libres son productos
intermediarios en diversos procesos vitales, los cuales son regulados por el
organismo de manera natural, existe asi un equilibrio (Starkke, 2003).

Para el afio de 1954 la doctora Rebeca Gerschman sugirié que los agentes pro-
oxidantes radicales libres eran toxicos y generadores de patologias. Establecio
tres postulados basicos:

1- Los radicales libres constituyen un mecanismo molecular comun de dafio

cuando los animales en experimentacion son sometidos a altas presiones de

oxigeno y radiaciones ionizantes.

2- El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes produce efectos toxicos.

3- La produccion de radicales libres es un fenémeno continuo con
implicaciones en el envejecimiento y la carcinogénesis (Garcia et al.,
2001).



Un radical libre puede definirse como una molécula o fragmento de ella con uno
0 mas electrones desapareados en los orbitales externos, dandole la propiedad
de estar electroquimicamente inestable, es por este motivo que son capaces de
reaccionar con casi cualquier tipo de moléculas que pueden o no ser estables.
Los radicales libres provocan asi una reaccién que convierte a las moléculas
estables en moléculas radicales con la misma inestabilidad que el radical libre
gue fue el encargado de iniciar dicha reaccion, su vida media es del orden de

milisegundos, variando segun el tipo de radical libre (Halliwell, 1994).

La acumulacién excesiva de estos agentes en el organismo puede provocar
dafos en las células, originando degeneracion de los tejidos, lo que conlleva al
desarrollo de diferentes enfermedades. Aguellos radicales derivados del oxigeno
representan la clase mas importante de muchas especies reactivas generadas

en los sistemas vivos (Valko et al., 2004).

2.2.2. Especies reactivas del oxigeno

Gran parte de estas especies derivadas del oxigeno son producidas de manera
normal en concentraciones bajas como parte del metabolismo aerdbico,
producidas principalmente en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial.

El dafio celular causado por la accién de este tipo de moléculas normalmente es
reparado de manera constante por parte de diferentes adaptaciones evolutivas
gue sirven como defensas por parte de los organismos aerobios. La produccion
elevada de especies reactivas del oxigeno causa agotamiento de energia
(Adenosin trifosfato o ATP) que ocasionan la muerte anormal de las células

cercanas (Fina, 2003).

2.2.2.1. Anion superoxido

El estado de reduccion del oxigeno de uno de sus electrones (O2°) relativamente
es poco reactivo y se forma en muchas reacciones como el producto de una
autooxidacion. Es un producto principalmente de reacciones del oxigeno con la
cisteina o riboflavina asi como también en la cadena respiratoria mitocondrial
(Boveris et al., 1972).
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2.2.2.2. Peroxido de hidrégeno

El H202 conocido también como agua oxigenada es el resultado de la reduccién
de dos electrones del oxigeno es formado partir del radical superéxido, ofrecido
por dismutacion o directamente del oxigeno, se convierte en agua por accion de
la catalasa, no es propiamente un radical libre pero su toxicidad es importante

ya gue atraviesa facilmente las membranas (Liovech et al., 1994).

2.2.2.3. Hidroxilo

Es el estado de reduccion de tres electrones de las moléculas de oxigeno (OH-)
puede generarse in vivo como consecuencia de radiaciones de alta energia de
rayos X y rayos gamma (), puede ademas provocar rotura hemolitica del agua
corporal. La luz ultravioleta no tiene suficiente energia para escindir una molécula
del agua pero puede dividir el agua oxigenada en dos moléculas de radical
hidroxilo, otro proceso mas importante en la formacion del radical hidroxilo es la
reaccion de Fenton, también la reaccion de Haber-Weiss catalizada por hierro o
cobre, a partir de agua oxigenada y del radical superéxido (Liovech et al., 1994).

2.2.2.4. Peroxilo
Es una molécula formada a partir de hidroperéxidos organicos por ejemplo
lipidos o &cidos por pérdida de hidrogeno (ROO) (Liovech et al., 1994).

2.2.2.5. Oxigeno singulete

Es una forma excitada del oxigeno molecular, no se cataloga como un radical
libre y es formado por la accion de la luz sobre las moléculas del oxigeno en un
proceso in vivo. Interacciona con las moléculas combindndose quimicamente
con ellas o bien transfiriéndoles energia de excitacién. También puede formarse
en la oxidacién del NADPPH en los microsomas (Kanofsky, 1989).

2.2.3. Especies reactivas del nitr6geno

La sobreproduccion de especies reactivas del nitrégeno es denominada como
estrés nitrosativo, provocando reacciones de nitrosilacion, lo que altera la
estructura de las proteinas, inhibiendo sus funciones (Klatt et al., 2000; Ridnour
et al., 2004).
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2.2.3.1. Oxido nitrico

Es un radical abundante que funge como un importante sefializador biolégico
oxidativo (NO) y actia en una variedad de diversos procesos fisiologicos
incluyendo la neurotransmision, presion sanguinea, mecanismos de defensa,
relajacion de mausculos y de sistema inmune (Nisoli, 2003). Esta molécula
desempefia también un papel importante en la funcidon vascular durante las
respuestas inflamatorias y provoca aumento de la vasodilatacion, la

permeabilidad vascular y la quimiotaxis (Fubini et al., 2003).

Se sintetiza a partir de L-arginina, oxigeno molecular, NADPH y otros cofactores

por la accién de la enzima 6xido nitrico sintetasa (Spitzer et al., 2002).

2.2.3.2. Peroxinitrito

El (NOOQ") bajo condiciones de estrés, el anion superoxido y el éxido nitrico
pueden reaccionar para producir cantidades significativas de esta molécula
mucho mas reactiva, el cual es un potente agente oxidante que causa la
fragmentacion del DNA y la perdxidacion lipidica en membranas bioldgicas (Carr
et al., 2000).

2.2.4. Oxidacién proteica

La oxidacion proteica se define como una modificacion covalente en una proteina
inducida por especies reactivas. Los cambios oxidativos en proteinas pueden
provocar diversas consecuencias en sus funciones, tales como la inhibicién de
la actividad enzimatica, un incremento de la susceptibilidad a la agregacion y la
protedlisis, asi como también un aumento o disminucion de la captacion celular
y una alteracion de la inmunogénesis (Shacter, 2000).

Las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, pueden oxidar los aminoacidos
de proteinas formando los carbonilos proteicos, marcadores que han sido
asociados con el envejecimiento y la severidad de algunas patologias (Chevion
et al., 2000).

12



2.2.5. Oxidacion del acido desoxirribonucleico

Las lesiones constantes a nivel celular por parte de los radicales libres cuando
el dafo es intenso, se extiende hasta el nucleo, desfragmentando asi el ADN.
Los productos de las lesiones oxidativas del ADN, como nucleésidos y bases
oxidadas, tienen una naturaleza hidrofilica y suelen excretarse en orina sin sufrir

cambios metabalicos (Loft et al., 1998).

2.2.6. Peroxidacion lipidica

Los radicales libres inician y causan la peroxidacién de los lipidos (triglicéridos,
fosfolipidos y lipoproteinas), particularmente aquellos que componen las
membranas celulares. Se trata de una serie de reacciones radicalarias
autocataliticas que transcurre en tres etapas o fases: La etapa de iniciacion se
desarrolla cuando los radicales libres captan un atomo de hidrégeno (H+) de un
carbono metileno de un acido graso polinsaturado (AGPI), formandose un doble
enlace alterno coplanar (DC). Tras la pérdida del atomo de hidrégeno, el atomo
de carbono queda con un electron desapareado generandose un radical
carbonilo (R) que se estabiliza formando un DC (Chait et al., 1994).

En la etapa de propagacion el DC reacciona con el oxigeno dando lugar a un
radical peréxilo (ROO), el cual seguidamente capta otro H+ de otro AGPI, dando
lugar a un lipoperoxido (ROOH) y a otro radical carbonilo, iniciandose una

reaccion en cadena autocatalitica (Gutteridge, 1995).

Por ultimo, en la fase de terminacion, dos radicales carbonilos reaccionan entre
ellos formando un producto estable e inactivo (R-R) o cuando un radical peroxilo
es estabilizado por un antioxidante. Un lipoperoxido es una especie
guimicamente bastante estable pero en presencia de metales divalentes como
el Fe?*, puede generar un radical alcohoxilo, que conlleva la formacién de
determinados productos terminales de oxidacion con toxicidad diversa como el

malonildialdehido, hidroxino nenal y hexanal (Jialal et al., 1996).

Ha sido reportado que en humanos infectados con el virus del VIH, de la hepatitis
C o del dengue, se presentan niveles elevados de NO y malondialdehido (MDA)
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en sangre y otros liquidos corporales, lo que indica la instalacion al mismo tiempo
de un estrés nitrosante y un estrés oxidativo (Muller, 1992; Schoshces et al.,
1999; Hazan et al., 2005).

Lo anterior no es de extrafiar, puesto que ambas condiciones metabdlicas
pueden convivir en un mismo sistema, ya que ha sido descrito que los radicales
libres derivados del oxigeno pueden inducir la producciéon de radicales libres
derivados del nitrogeno y viceversa (Nielsen et al., 1997; Elbim et al., 1999;
Gutiérrez et al., 2004).

La peroxidacion lipidica tiene un papel trascendental en la fisiopatologia de la
arteriosclerosis, sobre todo si se considera la hipétesis oxidativa de la

enfermedad arteriosclerética (Gutteridge, 1995).

2.3. ANTIOXIDANTES

En la naturaleza existen moléculas que tienen la capacidad de poder neutralizar
la inestabilidad energética de los radicales libres, evitando o disminuyendo asi el
dafo, el cual esta controlado en el organismo humano mediante un amplio
espectro de antioxidantes enddgenos (enzimas antioxidantes) y antioxidantes
exdgenos, estos ultimos de origen dietario y bajo peso molecular (Gutteridge,
1995).

Segun su modo de accion en el organismo son:

1. Primarios: impiden la formacién de radicales libres.

2. Secundarios: interrumpen la reaccion de propagacion por inactivacion o
desplazan a las especies reactivas de oxigeno.

3. Terciarios: reparan el dafio causado a las moléculas o eliminan aquellas

gue se han estropeado (Garcia et al., 2001).
2.3.1. Mecanismo de accion de los antioxidantes
Los antioxidantes pueden donar un atomo de hidrégeno o un electron a los

radicales formados para dar como resultado productos mas estables, o

completamente inertes, con la propiedad de no quedar desestabilizados
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energéticamente. La velocidad de reaccion oxidante se puede controlar al
producir una serie de interacciones mediante la intervencion de antioxidantes
tanto enddgenos como exodgenos, los cuales interfieren con el proceso de
oxidacion (Maniak et al., 1996).

2.3.2. Antioxidantes primarios

Este tipo de moléculas previenen la formacion de nuevas especies reactivas de
oxigeno, esto se consigue convirtiéndolas en moléculas menos perjudiciales,
antes de que puedan reaccionar, o evitando su produccion a partir de otras

moléculas, en este grupo se destacan las enzimas (Katalinic et al., 2005).

2.3.2.1. Superoéxido dismutasa (SOD)

Son metaloenzimas que pueden dividirse en dos familias filogenéticas diferentes
Cuzn-SOD y multiples isbmeros Fe/Mn-SOD, las cuales catalizan la conversién
del anién superéxido a hidroperdxido y consecuentemente a oxigeno molecular,

en los organismos eucariotas existen cuatro tipos diferentes de SOD:

-Cu/ZnSOD: forman parte de la primera linea de defensa antioxidante.
-Fe/MnSQOD: participan en el control inmune.

-EC-SOD: son extracelulares y participan en el control primario de la inactivacion
del 6xido nitrico.

‘NiSOD: se encuentra presente en los microrganismos (Pareja et al., 2010).

2.3.2.2. Glutation peroxidasa (GPx)

Son dos enzimas selenio-dependientes, puesto que éste las mantiene activas
para que ejerzan su accion destoxificante por la reduccion del hidroperéxido o
los lipoperéxidos. Se encuentran ampliamente distribuidas en los tejidos
humanos y animales, su forma reducida “glutationa” (GSH), dona electrones y se
encuentra a concentraciones intracelulares a menudo en el rango mM, son
consideradas enzimas con la mayor capacidad de remover peroxidos

encontradas en el tejido humano (Cemeli et al., 2009).
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2.3.2.3. Otras enzimas

Este grupo de antioxidantes primarios se completa con el sistema de las
tiorredoxinas, las cuales soportan muchos procesos cruciales para la funcion
celular, proliferacion celular, defensa antioxidante y regulacion REDOX (Arnér,
2009).

Transferrina: regulan la produccion extracelular de hierro y asi prevén la

oxidacion de los tejidos (Kim et al., 2008).

Lactoferrina: tiene la capacidad de capturar iones de Hierro libre lo que le

confiere muchas propiedades de antioxidante (Mulder et al., 2008).

Ferritina: funciona capturando el hierro libre intracelular que puede convertirse

en toxico para la células (MacKenzie et al., 2008).

Ceruloplasmina y Albumina: representan el antioxidante mas predominante
presente en el plasma, el cual estd expuesto a estrés oxidativo continuo (Roche
et al., 2008).

2.3.3. Antioxidantes secundarios

Estas moléculas capturan a los radicales y evitan las reacciones en cadena,
ejemplos son: la vitamina E, C, B-caroteno y sustancias enddégenas con
capacidad antioxidante, entre las cuales se encuentran glutation, urato,

bilirrubina y ubiquinona (Doria et al., 2012).

2.3.3.1. Vitamina C

La vitamina C presenta muchas actividades biolégicas en el cuerpo humano; se
ha encontrado que puede reducir los niveles de proteina C-reactiva, un marcador
de la inflamacion y posiblemente un anunciador de enfermedades del corazon
(Podsedek, 2007).

2.3.3.2. Vitamina E

La vitamina E pertenece a los antioxidantes liposolubles, su actividad biolégica
incluye tocoferoles y tocotrienoles, especialmente a-tocoferol, la reaccion

predominante responsable de la actividad antioxidante del tocoferol es la
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donacion de atomos de hidrogeno, donde se forma el radical tocoperoxil
(Podsedek, 2007).

2.3.3.3. Urato

Esta presente en el plasma y es capaz de quelar al Hierro y Cobre; ademas,
reacciona con &cido hipocloroso (HCLO), atenua la oxidacion inducida por ozono
de lipidos de lipoproteinas y &cidos grasos poliinsaturados asi como también
eliminando directamente los radicales peroxilo, alcohoxilo e hidroxilo (Asad et al.,
2001).

2.3.3.4. Bilirrubina

La bilirrubina, de igual manera, se encuentra en el plasmay es capaz de eliminar
el oxigeno singulete y radicales peroxilo. La bilirrubina unida a la albumina
plasmatica contribuye significativamente a las defensas antioxidantes no

enzimaticas presentes en el plasma (Bentiger et al., 2007).

2.3.3.5. Ubiquinonas
Las ubiguinonas contienen una cola de isopreno, esta presente en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, su deficiencia llega a ser bastante mortal
(Bentiger et al., 2007)

2.3.4. Antioxidantes terciarios

Son moléculas que estan encargadas de la reparacion de las biomoléculas
dafadas. En este grupo se incluyen las enzimas endonucleasa
apurinica/apirimidinica y la polimerasa B, reparadoras del ADN (Page et al.
2009).

2.3.5. Antioxidantes sintéticos

Son moléculas creadas en laboratorios con la caracteristica de tener el mismo
tipo de configuracion estructural que los productos naturales encontrados en las
plantas, se utilizan principalmente como conservadores alimenticios,
especificamente para retardar el deterioro, rancidez o decoloracion producida
por la peroxidacion lipidica (Estévez, 2006).
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2.3.5.1. BHA

Es un compuesto por dos isémeros organicos llamados 3-tert-butil-4-
hidroxianisol y 2-tert-butil-4-hidroxianisol, es de consistencia cerosa, soluble en
grasa, lo que le permite combinarse bien con alimentos que contienen grasas
animales, frecuentemente utilizado para conservar carnes, mantequilla,
cereales, algunos productos de panaderia, cerveza, papas deshidratadas y
goma de mascar, de igual manera se utliza en cosméticos y drogas

farmacéuticas que contienen grasas y aceites (Giese, 1996).

2.3.5.2. BHT

Es una molécula que normalmente se afiade a las mantecas vegetales y a los
cereales debido a que es un antioxidante que evita que las grasas se
descompongan cuando se les expone al oxigeno, ademas impide la formacién

de espuma que ocurre a partir de la presencia de levaduras (Morse, 1974).

2.3.5.3. TROLOX

El trolox tiene caracteristicas similares a las de la vitamina E de origen natural,
la cual generalmente es eliminada durante el procesamiento de las grasas en los
alimentos. El uso de los antioxidantes sintéticos en productos alimenticios esta
bajo estricta regulacion, debido a la incertidumbre sobre su seguridad, por esta
razon hay un interés creciente en los antioxidantes naturales para atenuar el
dafio oxidativo, puesto que estos antioxidantes derivados de plantas funcionan
como captadores de oxigeno singulete vy triplete, eliminadores de perédxidos e
inhibidores de enzimas (Madai et al., 1995).

2.4. METODOS DE EVALUACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

No existe un Unico parametro para evaluar la capacidad antioxidante de
alimentos, fluidos biol6gicos u otro tipo de muestras, por ello es recomendado
utilizar mas de un meétodo de determinacion de capacidad antioxidante (Starkke
et al., 2003).

Los ensayos espectrofotométricos se basan en medir la capacidad de un

antioxidante de reducir un oxidante, el cual cambia de color cuando se reduce.

El grado de cambio de color ya sea un aumento o disminucion de absorbancia a
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una determinada longitud de onda se encuentra correlacionado con la

concentracion de antioxidantes en la muestra (Resat et al., 2007).
2.4.1. Método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)

La capacidad de un compuesto como depurador de radicales libres puede ser
registrada espectrofotométricamente mediante la transformacién del DPPH a su
forma reducida DPPH-H, por accién de una sustancia antioxidante. La reaccion
es medida a 517 nm y luego por diferencia de absorbancia se determina el

porcentaje de captacion del radical libre DPPH* (Figura 1).
2.4.2. ABTS/TAC [Acido 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)]

La técnica mejorada para la generacion del radical catibon ABTS, implica la
produccién directa del croméforo ABTSe+ verde-azul a través de la reaccion
entre ABTS vy el persulfato de potasio (K2S20s), éste presenta tres maximos de
absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La adicién de

los antioxidantes al radical preformado lo reduce a ABTS (Pulido et al., 2000).
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Figura 1. Mecanismo de inhibicion del DPPH. Cambio de color de azul a verde.

(A) es un antioxidante que actia como antirradical donando &tomos de
hidrogeno, obteniendo como resultado radicales con estructuras moleculares
estables que detendran la reaccion en cadena. El Nuevo radical formado (A)
puede interactuar con moléculas estables. La reaccion entre el DPPH- y un
compuesto, depende de la conformacién estructural del mismo por lo que las

comparaciones cuantitativas no siempre son apropiadas (Bilia, 2004).

El grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical catién

ABTSe+ esta determinado en funcién de la concentracién y el tiempo. El ensayo
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ABTS / TAC (Trolox Antioxidant Capacity) mide la decoloracion de un radical
ABTS+, el cual presenta un color verde intenso, los resultados de los
compuestos a analizar se expresan en relacion con equivalentes de Trolox,
utilizado como reactivo de calibracién (Prior et al,. 2005). La reaccién en la que

se basa este ensayo puede resumirse en la figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de Inhibicion de ABTS. De verde a incoloro

2.4.3. TBARS (Especies reactivas del acido tiobarbiturico)

En el afilo de 1968, Yagi y colaboradores aplicaron la reaccion de &cido
tiobarbittrico (TBA) con malonildialdehido (MDA) y unieron cromdégenos a
lipoperéxidos en biomateriales, esta reaccion fue llevada a cabo a 95°C en

condiciones acidas, lo que resulté en el ya conocido método.

2.4.4. Peroxidacién lipidica 'y malonildialdehido (MDA)

Lo que ocurre en el proceso de lipoperoxidacion, para el caso de las membranas
biolégicas, es el blanco mas comun para algunas especies reactivas de oxigeno
(ERQ’s), resulta en una deterioracion de lipidos poliinsaturados, en ocasiones
irreparable. Al ser propagada esta reaccidén, aumenta por efecto de productos
toxicos incluyendo endoperoxidos y aldehidos, causando mas dafio (Rosenblum
et al., 1989).

El MDA es uno de los productos secundarios mas conocidos de la peroxidacion

lipidica, ademas puede ser usado como un marcador de lesion de la membrana

celular (Esterbauer et al., 1991).
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2.4.5. Formacion del complejo MDA-TBA2

En este tipo de reaccién ocurre una aduccion por un ataque nucleofilico, en
donde estéa involucrado el carbono 5 del TBA y el carbono 1 del MDA, seguido
de una deshidrataciéon y una reaccion similar con una segunda molécula de TBA,
gue produce como resultado un pigmento rojo de la condensacion de MDA-TBA,
al reaccionar en presencia de calor se forma un pigmento de color rosa que

indica la peroxidacion de lipidos (Knight et al., 1988).

2.4.6. Determinacion de TBA y MDA

El proceso puede ser evaluado mediante la medicion de derivados conjugados,
el producto de dicha reaccion puede ser determinado por colorimetria a 532-535
nm o bien por fluorometria que tiene una excitacion a 532nm y emisién a 553nm,
asi como también por medio de HPLC directo con diferentes detectores (Ohkawa
et al., 1979).

2.5. DESCRIPCION DE LA ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO

2.5.1. Agastache mexicana

A. mexicana (H.B.K) Lint & Epl. [Sinonimia: Cedronella mexicana] (Kunth) Briq.],
pertenece a la familia Lamiaceae y es conocida popularmente en México como
toronjil morado, olotillo, abejera, cidronela y melisa (Lint et al., 1945). A.
mexicana crece como una planta herbacea perene, es nativa de México, esta
presente en climas calido, semicalido y templado, es una hierba asociada a
bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio y perennifolio y a bosques del tipo
espinoso, mesofilo de montafia, de encino, de pino y mixto de encino-pino.
Presenta inflorescencia terminal, en forma de verticilios laxos, interruptos; caliz
ligeramente bilabiado, tubular, de 6.5 a 11.5 mm de largo; corola de color rojizo-
morado, de 2 a 3 cm de largo, el tubo angosto en la parte cubierta por el céliz y
ensanchandose en la parte superior, labio superior plano, el inferior trilobulado;
estambres exsertos, filamentos delgados, de mas o menos 6 mm de largo;

mericarpios de 1.5 a 2 mm de largo, de color pardo oscuro. Esta subespecie
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también es conocida como toronjil morado por el color de sus flores (Rzedowski
y Rzedowski, 1985; Linares et al., 1999) (Figura 3).

Figura 3. Agastache mexicana spp mexicana (H.B.K) Lint & Epl. (Toronijil
morado).

2.5.2. Uso medicinal, etnobotanica y antropologia

En el siglo XVI, Martin de la Cruz la reporta como antiescabibtica, antiséptica,
astringente y para las quemaduras. Francisco Hernandez, menciona que,
“aplicada a la nariz y aspirado su olor, cura el resfriado y el dolor de cabeza
provoca estornudos y evacua la pituita por boca, ojos y nariz, machacada y
untada cura las cuartanas, de igual manera, aprovecha al Utero, evacua la orina
y abre las obstrucciones.” Agrega también que, “calienta las partes enfriadas,
provoca sudor, mitiga los dolores, fortalece tomada o aplicada el estbmago, el
corazon, la cabeza, cura la hidropesia, alivia el salpullido, la sarna y restregada
quita la tina” (UNAM, 2009).

Por su parte Gregorio Lépez, en el siglo XVII relata que “las hojas bebidas con
vino y aplicadas como emplasto son contra mordeduras de perro rabioso y
picaduras de alacran. Su cocimiento en fomentacion sirve a lo mismo y provoca
menstruacion, quita dolor de dientes. Las hojas son utiles a los que no pueden
resollar y si son aplicadas con sal resuelven lamparones, purifican llagas, mitigan
el dolor de junturas y son utiles al estbmago. Comido despierta el sentido, fortifica
el corazén y cerebro, quita tristezas y temor que procede de melancolia, ataja

imaginaciones extrafias y despierta suefios horribles” (UNAM, 2009).



Més adelante, la Sociedad Farmacéutica de México en el siglo XIX sefiala su uso
como antiespasmaédico y estimulante. En el siglo XX, Alfonso Herrera la describe
como antiespasmodico y sucedaneo del toronjil europeo. Posteriormente,
Maximino Martinez la refiere como antiespasmaédico. Luis Cabrera cita que es
antirreumatico, diaforético, digitalico, eupéptico, que sirve para las contusiones y
provoca paralisis de la respiracion. Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de
México consigna su uso como antiespasmodico, diaforético, estimulante y
eupéptico. (UNAM, 2009).

El cocimiento de esta planta junto con flores de cempasuchil (Tagetes erecta) o
las hojas de toronjil blanco (A. mexicana spp. xolocotziana), mas toronjil
extranjero (Dracocephalum moldavica), mastranso (Mentha rotundifolia) y hierba
del burro (Eupatorium petiolare), maceradas en agua o alcohol, se utilizan para
bafar al enfermo de “espanto”, o tambien basta tomar por las mananas un té
preparado con toronjil rojo (Agastache mexicana spp. mexicana) y Santo
Domingo (Hedeoma piperita), antes de las doce del dia (UNAM, 2009).

En el tratamiento de enfermedades de los nervios y el susto, que se adquieren
cuando se reciben impresiones fuertes (como ver un accidente, un muerto o por
salir de un lugar caliente a un lugar frio), la planta se prepara combinada con los
toronjiles blanco y azul. Otros curanderos recomiendan darlos junto con canela
(Cinnamomum zeylanicum), manita (Chiranthodendron pentadactylon) y tila
(Tilia mexicana) (UNAM, 2009).

En algunas comunidades también se emplea en la curacién del mal de ojo,
provocado principalmente por la mirada pesada de las personas que afecta a los
nifos. Ademas entre mixes, zapotecos y totonacos, se usa para resolver la caida
de mollera, de la cual se dice que afecta a nifios y adultos a consecuencia de
golpes en el craneo, por cargar objetos pesados en la cabeza o por caidas. Este
padecimiento se describe como hundimiento de la mollera (depresion de la
fontanela, que en los nifilos es muy facil que suceda, cuando se les agita, se caen
o se les arrebata la teta), ademas se presenta vémito, diarrea, heces fétidas, ojos
hundidos, fiebres, llanto sin lagrimas, boca seca, labios resecos, ronquidos al

respirar o mamar, tristeza, ojos semiabiertos al dormir, inquietud en el suefio, no
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pasan el alimento, piel seca, arrugada, caida de la campanilla, debilidad y una
pierna aparece mas corta que la otra. Se trata mediante los procedimientos
llamados chupar la mollera, paladear o cubrir la mollera. En estos casos el toronjil
es utilizado como infusion, a la que se agrega un trozo de tela nueva, carbon y

corcho quemado, por dos o tres veces al dia (UNAM, 2009).

El cocimiento administrado por via oral, se recomienda en diversos
padecimientos principalmente en problemas gastricos como dolor de estomago,
célico de estdbmago, corajes, dolor intestinal, empacho y para la digestion.
También se usa en alteraciones cardiovasculares como dolor de corazén y

cuando se tapan las venas (UNAM, 2009).

Se refiere atil en casos de regla retrasada, en alferecia morada o amarilla,
cuando hay tos, insomnio, diabetes y venteados. Junto con hojas de guayaba
(Psidium sartorianum), estafiate (Artemisia ludoviciana) y muicle (Jacobina
spicigera) tomado en ayunas, es provechoso contra la diarrea. La maceracién en
agua o alcohol de las hojas junto con las de toronjil blanco, toronjil extranjero,
mastranso y hierba del burro se indica en bafios, o utilizando las ramas en té

para el tratamiento de los nervios (UNAM, 2009).

2.5.3. Taxonomia y distribucion

De tallos prismaticos de 40 a 50 cm de largo con hojas opuestas lanceoladas u
ovalo-lanceoladas de 4 a 6 cm, aserradas y olorosas. Las flores son de
aproximadamente 3 cm, tubulosas, rojas bilabiadas, cuentan con 4 estambres
salientes. En México se encuentra distribuida en los estados de Michoacan,

Puebla, Querétaro, Zacatecas Edo. de México y Veracruz (Martinez et al., 1987).

Dentro del estado de Michoacéan, forma parte de la diversidad de la flora dentro
de los municipios de Tinganbato, Nahuatzen, Hidalgo, Villa Escalante, Morelia,
Acuitzio del Canje, Zitacuaro y Patzcuaro (EBUM, 2015).

2.5.4. Clasificacion cientifica

Su clasificacion botanica de acuerdo a Lint y Epling (1945) se presenta en el

cuadro 1.
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Cuadro 1. Clasificacion cientifica de A. mexicana

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Agastache

Especie A. mexicana (H.B.K) Lint & Epl.

2.5.5. Fitoquimica

Este pequefio género de Lamiaceae comprende 22 plantas perennes
aromaticas. El perfil fitoquimico de Agastache comprende basicamente 2 clases
de metabolitos, fenilpropanoides y terpenoides. La parte de los metabolitos no
volatiles pertenece principalmente al acido rosmarinico, asi como algunas
flavonas y flavonas glicosidicas como la acacetina y la tilianina (Fuentes-
Granados et al., 1998).

Los estudios que se han realizado sobre esta especie han conducido al
aislamiento de diversos metabolitos secundarios, destacando el nonano
(alcano); canfeno, B-pineno, limoneno, 1-8 cineol, furfural, citronelal y mentona
(monoterpenos); pulegona (terpenos); crisina, apigenina, luteolina, diosmetina

(flavonoides) (Trease et al., 1991)
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3. JUSTIFICACION

El uso de antioxidantes es estudiado y explotado de forma intensiva por parte de
las industrias del rubro farmacoldgico textil, agroquimico, alimentario y
cosmetologico, lo que ha conducido a un amplio y arraigado uso de antioxidantes
sintéticos. En la actualidad se conoce por medio de numerosos estudios el
potencial de los extractos vegetales como sustitutos de compuestos
especificamente antioxidantes de origen sintético los cuales estan causando un
gran dafio a la salud humana y teniendo en cuenta que el estrés oxidativo se
relaciona directamente con procesos etiolégicos, de desarrollo y complicaciones
en enfermedades de interés médico, aunado a que no existe tratamiento formal

para tal desbalance osmotico.

La busqueda de alternativas de origen natural dentro del estado de Michoacan y
la reincorporaciéon de la medicina tradicional a través de extractos vegetales y
Sus componentes activos a la investigacion cientifica a enfocado la realizaciéon

del presente trabajo.

Este estudio tiene la intencién de determinar la actividad antioxidante de la
especie Agastache mexicana spp. mexicana (toronjil morado), debido al
potencial terapéutico que presenta y a que no existe informacién que corrobore
de manera cientifica alguna de sus propiedades medicinales, es necesario
realizar ensayos para determinar la activad antioxidante de los extractos y los

compuestos volatiles mayoritarios del tipo terpénico de esta especie.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos y los compuestos

terpénicos mayoritarios de toronjil morado (Agastache mexicana spp. mexicana).

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto antioxidante in vitro de los extractos de toronjil
morado (Agastache mexicana spp. mexicana).

2. Analizar e identificar los compuestos terpénicos presentes en el extracto
de toronjil morado (Agastache mexicana spp. mexicana) con mayor

actividad antioxidante.

3. Determinar el potencial antioxidante de los compuestos terpénicos
mayoritarios de toronjil morado (Agastache mexicana spp. mexicana).
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5. METODOS Y MATERIALES

5.1. MATERIAL BIOLOGICO

Tejido vegetal. La recoleccion de la especie vegetal (toronjil morado, Agastache
mexicana spp. mexicana) en estado de floracién se realiz6 en la region de

Patzcuaro Michoacéan.

Ratas. Se utilizaron Ratas albinas del tipo Wistar, mantenida en condiciones
Optimas, sacrificadas y manipuladas segun los pardmetros requeridos para la
realizacion de los ensayos, de las cuales se extrajeron los rifiones para su

posterior procesado y poder asi recuperar las mitocondrias.

5.2. OBTENCION DE EXTRACTOS

Los extractos se obtuvieron de la parte aérea de toronjil morado (Agastache
mexicana spp. mexicana), a través de una maceracion con disolventes de
polaridad en orden ascendente. Dichos extractos obtenidos fueron de tres
diferentes tipos: metandlico, hidroalcohélico y hexanico. La maceracion se llevo
a cabo con 40 g de la parte aérea secada a la sombra en 400 mL de disolvente
respectivamente durante 5 dias, posterior a esto se filtraron y se ajustaron a

cuatro diferentes concentraciones: 0.001, 0.01, 0.1, 1 mg/mL.

Ademas del uso de extractos naturales se utilizaron también seis compuestos

terpénicos y dos tipos de radicales libres de origen sintético.

5.3. PREPARACION DE LOS RADICALES

Se prepard una disolucién 1000 um la cual contenia 0.0039 g de DPPH de la
marca Sigma-Aldrich® y 10 mL de metanol. La activacion del radical ABTS
marca Sigma-Aldrich® se llevo acabo al mezclarlo a una concentracion de [7.4
pm] con una solucién de persulfato de potasio (K2S20s) a concentracion de [2.6
pm] en una proporcion 1:1 durante un periodo de 12 horas (h) en agitacion

constante.
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5.3.1. Elaboracién de reactivos para el ensayo TBARS

Cuadro 2. Preparacion de reactivos para llevar acabo el ensayo de

lipoperoxidacién inducida en rifién de rata.

Buffer

75.5 g/L de glicina y 54.4 g/L de cloruro de
sodio en agua y ajustado a pH de 3.5 (500
mL)

Cromaogeno (cromoforo)

5 g/L de &cido tiobarbitarico en dodecilsulfato
sodico al 0.3% (500 ml)

Catalizador (oxidante)

2.7 g/L de tricloruro de hierro en agua (50 mL)

Antioxidante (control)

2.2 g/L de butilhidroxitolueno en agua a
[1000pm]

Solucién de extraccion

2.5 mL de solucién de 1lbutanol-piridina (15:1)
y 0.5 mL de agua.

La solucién 1-butanol-piridina, esta preparada
con: 300 mL y 20 mL respectivamente, los

cuales se mezclan con 64 mL de agua.

Disolucion patrén

malondialdehido

de

al 20 % (v/v) del 1,1,3,3- tetrametoxipropano
(TEP) en disolucion buffer a pH 3.5 con
adiciéon de 400 pL de &cido clorhidrico 1 N.

5.3.2. Preparacién de medios y determinacion de proteina

Para la determinacion de la proteina procedente de la mitocondria de rata Wistar

fue necesario elaborar dos medios diferentes, el primero fue el medio 1 para el

aislamiento de mitocondrias de rifién (Cuadro 3).

Cuadro 3. Composicién nutrimental para el medio 1 (Saavedra-Molina y Devlin,

1997).
COMPUEST | PESO MOLECULAR CONCENTRACION CANTIDA
O (mM) D (g/L)
Manitol 182.2 220 40.084
Sacarosa 342.3 70 23.961
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Mops 209.3 2 0.4186
EGTA 380.4 1 0.3804
El segundo de los medios fue el medio 2 para el aislamiento de mitocondrias de
higado (Cuadro 4).

Cuadro 4. Composicién nutrimental para el medio 2 (Saavedra-Molina y Devlin,
1997).

COMPUESTO PESO MOLECULAR CONCENTRACION (mM) CANTIDAD
(9/L)
Manitol 182.2 220 40.084
Sacarosa 342.3 70 23.961
Mops 380.4 2 0.4186

5.3.3. Proceso para el aislamiento de mitocondria de rifion de rata

a) Rata macho Wistar de 150-200 g de peso. Sacrificar por decapitacion y
desangrar, extraer los rifiones mediante la incisién en el abdomen.

b) Poner rifiones en un vaso de 25 mL con medio 1 sobre hielo, cortarlo en
pedazos, hacer dos lavados en el medio 1.

c) Transferir a tubo para homogenizar con 20 mL de medio y homogenizar a
1000-1500 revoluciones por minuto (rpm) de 2 a 3 veces.

d) Repartir el homogenado en dos tubos previamente frios, aforar a tres cuartas
partes con medio 1.

e) Centrifugar a 2000 rpm durante 10 min a 4 °C.

f) Dividir el sobrenadante en 2 tubos previamente frios, aforar a tres cuartas
partes del volumen y centrifugar a 7500 rpm por 10 min.

g) Desechar el sobrenadante y resuspender el precipitado cuidadosamente en 2
mL de medio 2, poner 80 pL de albumina al 0.2 % por mL de suspension de
mitocondrias por 10 min, agitando de vez en cuando, pasado el tiempo aforar a
tres cuartas partes del volumen y centrifugar a 9000 rpm por 10 min.

h) Desechar el sobrenadante y resuspender en 1 mL de medio 2.

i) Determinar proteina por el método Biuret.
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5.4. METODOS DE DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

5.4.1. Método DPPH

Se prepar6 el reactivo DPPH a [1 um] en etanol y se utilizé en proporcion de 2
mL y otro mL fue repartido entre el solvente (mtOH) y el volumen stock en
concentracion ascendente de 25 a 600 mM para el caso de la curva patron con
trolox y el control [1000 mM], después de una incubacién en completa oscuridad
por 20 min se ley6 a 517 nm en el espectrofotometro. El blanco utilizado contenia
3mL de mtOH.

5.4.2. Método ABTS

Para preparar el radical cationico ABTS, es necesario activarlo previamente al
reaccionarlo con persulfato de potasio [2.6 mM] en proporcion 1 a 1 con ABTS
[7.4 mM] durante 12 h con temperatura ambiente y completa oscuridad. La
solucién de trabajo se diluye en el solvente hasta alcanzar una lectura en el

espectro < 3.

De esta manera se mezclaron volimenes de 950 pL del radical y 50 pL de las
soluciones de trabajo, previo a su lectura a 517 nm, estuvieron 7 min en

incubacién a completa oscuridad.

5.4.3. Método TBARS

Ya que se obtuvieron las concentraciones proteicas de las muestras de rifién se
prosiguié a cambiar el solvente de dos de los extractos que seran usados como
tratamientos para el ensayo y ajustar a cuatro diferentes concentraciones.

Los extractos metandlico y hexanico de A. mexicana fueron evaporados con

nitrégeno hasta sequedad y re suspendidos en 10 mL de etanol, a partir de las

cuales se dejo a concentraciones de 0.1, 0.01 mg/mL
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Para la metodologia se prepararon las muestras de 1 mg de mitocondria a las
que se les afiadié 1.5 mL de buffer y 100 puL de tratamiento distribuido en las
muestras segun el tipo y concentracién del mismo, después se incubo en hielo
por 15 min.

Acto seguido se adiciono 100 pyL de catalizador (oxidante) y se regreso a
incubacion en hielo otros 15 min. Transcurrido la incubacion de hielo se agrega
el cromégeno y se llevo a 1 h en oscuridad a 4 °C

Una vez que paso el tiempo, se llevan las muestras cubiertas a bafio en ebullicion
a 95-100 °C por 1 h. Transcurrido este tiempo se enfriaron en hielo antes de
agregar 3 mL de solucion de extraccion y se agitaron en vortex hasta

homogeneidad.

Para finalizar, las muestras son llevadas a centrifugacion a 7500 (rpm) por 10
min a 20 °C y se tomo lectura espectrofotométrica a una longitud de onda de 532

nm.

5.5. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS POR CG/EM

La identificacion de los compuestos presentes en la fraccion metandlica del
extracto de Agastache mexicana se realiz6 en un cromatografo 7890A (Agilent
Technologies) acoplado a un espectrometro 5975C (Agilent Technologies), el
volumen de inyeccién de la muestra fue mediante inyeccién tipo Split (50:1), se
utilizé la columna capilar HP 5MS (30 m x 0.25 mm 1.D. x 0.25 um de Film) con
un gradiente de temperatura, iniciando con 50°C/1min, con un aumento de
5°C/min hasta alcanzar 180°C/3min (tiempo de corrida 50 min), usando helio
ultra puro constante como gas acarreador (1mL/min). Los espectros fueron
comparados en la libreria NIST/EPA/NIH2011 (Torres Martinez et al., 2014).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS
DE TORONJIL MORADO

En el presente trabajo se realizO un barrido sisteméatico de la actividad
antioxidante de los extractos metanolicos, hidro-alcohdlicos y hexanicos de A.
mexicana spp. mexicana (toronjil morado), mediante el uso de métodos que
evallan dicha capacidad antioxidante in vitro, con el fin de obtener conocimiento

para analizar lo que puede ocurrir en situaciones complejas in vivo.

6.1.1. Actividad antioxidante por el método DPPH

Los resultados expresan la proporcion en que el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
es inhibido por accion de las diferentes concentraciones de los extractos de

toronjil morado (Figura 4).

Se determind que el extracto metandlico de concentracion 1 mg/mL fue el que
presenté la mayor actividad antioxidante (92.54%) seguido por el extracto
hidroalcohdlico de concentracion similar con 90.85 % de actividad. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Ibarra-Alvarado (2010), los que
muestran unidades ICso (ng/mL) de 502.3 + 1.0.

Otro dato relacionado con la especie y de aplicacién especifica fue llevada a
cabo en el afio de 2012 por Gonzalez et al., donde implementaron el uso de
extracto acuoso de A. mexicana spp mexicana para probar el efecto ansiolitico,
a una dosis de 300 mg/kg, en esta investigacion el extracto metandlico presentd
un ICso de 4.78.
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Figura 4. Actividad antioxidante de los extractos hexanico, hidroalcohodlico
y metandlico de A. mexicana spp mexicana asi como del control

butil hidroxitolueno mediante el método DPPH.

6.1.2. Actividad antioxidante por el método ABTS

La inhibicién del radical 2,2 "-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) por parte
de los extractos, arroj6 datos que aunque difieren, a su vez coinciden con el
ensayo DPPH con porcentajes por arriba del 90 %. La mayor actividad
antioxidante se presenté en el extracto metandlico con un 99.30 %, es importante
también resaltar que el extracto hidroalcohélico, de concentracién 0.1 mg/mL
rebasa a los otros dos extractos, pues alcanza una actividad antioxidante del
52.85 % (Figura 5).

En este ensayo, el extracto hexanico fue el que mostré la actividad antioxidante
mas representativa, llegando a inhibir un 37.70 %, esto podria interpretarse como
la presencia en cantidades mucho mas bajas de compuestos de naturaleza

apolar (Figura 5).
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Figura 5. Actividad antioxidante de los extractos hexanico, infusion y
metandlico de A. mexicana spp mexicana asi como del control

butil hidroxitolueno por el método ABTS

Se encontré un reporte de A. mexicana spp xolocotziana (toronjil blanco) por
Gonzélez-Trujano en 2012, y en ese mismo afio pero reportado por Gonzéalez-
Ramirez, donde demuestran que sus extractos exhibieron actividad
antinociceptiva, y que al inducir inflamacion en ratas se puede inhibir con el
extracto metandlico principalmente. Ellos mencionan que se debe a la alta

concentracion de flavonoides como la acacetina y la tilianina.

Por otro lado Hernandez-Abreu et a.l en 2009 obtuvieron tilianina de Agastache
mexicana spp mexicana y le atribuyeron las propiedades hipertensivas. Lo que
pone en evidencia como es que ambas subespecies comparten algunos

compuestos en comun.

Sé encontré que Capecka et al. en el 2005, reportaron que Melissa officinalis
(toronjil europeo), Mentha x piperita (menta) y Origanum vulgare (orégano),

plantas de la familia Laminiaceae, presentaron mas del 90 % de inhibicién en el
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ensayo DPPH, con excepcion del orégano que fue menor de 84 %. Esto
concuerda con los resultaos de la presente investigacion, considerando que A.

mexicana spp mexicana presenta una alta capacidad reductora de radicales.

6.1.3. Actividad antioxidante por el método TBARS

Los resultados expresan el porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion
inducida en rifién de rata de los tres extractos en dos diferentes concentraciones.
Al inducir la reaccion de lipoperoxidacion en rifion de rata, se observo la
inhibicion de este proceso por la accion antioxidante de los extractos
hidroalcohdlico y metandlico con valores de 94.37 % y 93.69 % respectivamente,

ambos en la misma concentracién 0.01 mg/mL (Figura 6).
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Figura 6. Actividad antioxidante de los extractos metandlico, infusion y hexanico
de A. mexicana spp mexicana por el método TBARS.



Bozin et al., en 2006 observaron que los aceites esenciales de las especies
Origanum vulgare (orégano), Thymus vulgaris (tomillo) y Ocimum basilicum
(albahaca), plantas de la misma familia que A. mexicana, presentaron efectos
protectores al ser ensayados en dos sistemas diferentes de induccion de
lipoperoxidacién, con valores de inhibiciébn en un rango de 74.54 % a 88.46 %.
Lo anterior es indicativo que los extractos de A. mexicana spp mexicana son

altamente antioxidantes.

Los resultados una vez contrastados apuntan a que A. mexicana posee una
mayor actividad inhibitoria frente a estas especies de la misma familia, o que
supone una mejor opcion para futuras pruebas donde se relacione la inhibicion

de un proceso de lipoperoxidacion.

Cabe mencionar como algunos autores como Knight, et al. (1988), mencionan
que el ensayo TBARS no puede ser considerado representativo de estrés
oxidativo, puesto que es inespecifico para lipoperoxidacion, debido a que otros
aldehidos y materiales no lipidicos presentes en muestras biolégicas pueden

formar también aductos de TBA.

6.2. IDENTIFICACION POR CG/EM DE LOS COMPUESTOS DEL EXTRACTO
METANOLICO DE TORONJIL

Por los resultados obtenidos, el extracto metandlico de A. mexicana spp
mexicana fue analizado por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG/EM). La cromatografia permitié la identificacion de los

compuestos mayoritarios y de manera cualitativa sus proporciones.

En el cromatograma tipico fueron identificados compuestos de tipo terpénico
como el limoneno, linalol, mentona, a-terpineol, pulegona y eugenol, la pulegona
es el compuesto mayoritario con un tiempo de retencion de 15.85 min (Figura 7,
Cuadro 5).
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Figura 7. Cromatograma de gases correspondiente a un extracto

metandlico de parte aérea (hojas y tallo) de toronjil morado (A.

mexicana spp mexicana). Se indican principales compuestos

volatiles; a) limoneno, b) linalol, c) mentona, d) a-terpineol, e)

pulegonay f) eugenol.

Cuadro 5. Compuestos mayoritarios del extracto metandlico de toronjil

morado (A. mexicana spp mexicana) por analisis CG/EM.

TIEMPO DE ABUNDANCIA
COMPUESTO RETENCION (%)
(min)

Limoneno 9.48 6.94

Linalol 11.59 0.52
Mentona 13.28 19.22
a-terpineol 14.83 0.07
Pulegona 15.85 64.77
Eugenol 20.46 7.57
B-cariofileno 21.03 0.88
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6.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
COMPUESTOS MAYORITARIOS DE TORONJIL

Una vez que se identificaron los metabolitos terpénicos mayoritarios del extracto
metandlico de toronjil morado, se realizaron los ensayos para determinar la
actividad antioxidante de limoneno, linalol, mentona, a-terpineol, pulegona y

eugenol. La actividad fue comparada con el antioxidante sintético BHT.

6.3.1. Actividad antioxidante por el método DPPH

Con este método, el eugenol fue el que presentd la mayor actividad antioxidante
con un 94.35 % por la concentracion de 0.1 mg/mL y un 96.19 % para la

concentracion 1 mg/mL (Figura 8).

Un estudio que relaciona la estructura molecular con la actividad antioxidante en
2011 por Gulcin, muestra como el eugenol alcanza un valor por el ensayo DPPH
en IC50 de 16.06 pg/mL, confirmando el resultado obtenido en la presente
investigacion. El eugenol podria ser el mayor responsable de efecto antioxidante

del extracto en estudio.
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Figura 8. Actividad antioxidante de los compuestos terpénicos de toronijil

morado (A. mexicana spp mexicana) por el método DPPH.
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6.3.2. Actividad antioxidante por el método ABTS

Con este método, también se observa que el eugenol presenta los mayores
porcentajes de actividad antioxidante, a una concentracion de 0.1 mg/mL
presenta un 78.66 % y a 1 mg/mL casi alcanza el 100 % (98.26 %), esto indica
gue de los compuestos es el Unico que desde concentraciones bajas presenta
ya una alta actividad antioxidante (Figura 9).

La pulegona, el compuesto mas abundante detectado por el analisis de CG/EM,
muestra un valor de inhibicién a concentracion 1 mg/mL de 64.70 %, con 0.1
mg/mL no alcanzé méas que el 11 %, mostrando asi un comportamiento dosis-
dependiente de la pulegona en A. mexicana. Los otros compuestos terpénicos

no sobrepasan el 5% de la actividad antioxidante (Figura 9).
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Figura 9. Actividad antioxidante de los compuestos terpénicos de toronjil morado
(A. mexicana spp mexicana) por el método ABTS.

La actividad antioxidante del eugenol fue reportado por Gulcin en el afio de 2011
con el método ABTS con un valor de 7.84 pg/mL en ECso, de esta manera se
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puede contrastar el resultado de la investigacion y asi confirmar el efecto

antioxidante del eugenol por el mismo método.

6.3.3 Actividad antioxidante por el método TBARS

También con el método de TBARS, el eugenol alcanz6 el valor mas alto de
inhibicién de 97.11 % en la menor concentracion (0.001 mg/mL), demostrando
de esta manera como es que a partir de concentraciones muy bajas, resultd ser
el mas activo de los compuestos, incluso que el antioxidante sintético butil
hidroxitolueno (Figura 10). Con este método, se observdé que los demas
componentes del extracto, también mostraron actividad antioxidante, sin

embargo, la respuesta del eugenol es sobresaliente.
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Figura 10. Actividad antioxidante de los extractos de toronjil morado (A.

mexicana spp mexicana) por el método TBARS.

Ibarra-Alvarado en 2010 demostré la eficacia como antihipertensivo en un
ensayo de relajacién de segmentos preconcentrados de aorta de rata, con un 24
% para A. mexicana y un 60 % de relajacion en el caso de Dracocephalum

moldavica (toronjil azul), esto pudiera estar relacionado con la actividad



antioxidante demostrada por el extracto metandlico de toronjil morado (A.

mexicana spp mexicana).

De esta manera se contribuye un poco para poder comprobar un poco mas como
el uso etnobotanico que tienen en conjunto A. mexicana spp mexicana, A.
mexicana spp xolocotziana y Dracocephalum moldavica, puede llegar a ser
comprobado de manera cientifica, puesto que al parecer los compuestos y sus
diferentes efectos se complementan para obtener el efecto deseado, en este

caso la cura para el espanto, o susto.
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7. CONCLUSIONES
El extracto metandlico de la parte aérea de Agastache mexicana spp mexicana,
posee la mayor actividad antioxidante inhibitoria de radicales, seguido por el

extracto hidroalcohdlico.

Los compuestos identificados en los extractos de toronjil morado, son de tipo

terpénico, donde la pulegona es el compuesto mayoritario.

El compuesto terpénico eugenol mostré la mayor capacidad inhibitoria,

neutralizando los radicales libres a concentraciones bajas.
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