UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS
DE HIDALGO

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE MAESTRIA
EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA
AREA TEMATICA: BIOTECNOLOGIA ALIMENTARIA

TESIS

EFECTO DEL SECADO Y TIEMPO DE ALMACEN DE HOJAS SOBRE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, ANTIINFLAMATORIA Y EL CONTENIDO
DE COMPUESTOS FENOLICOS Y TERPENICOS EN INFUSIONES DE
Hedeoma piperita

PARA OBTENER EL TITULO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

QUE PRESENTA:

BIOL. JESSICA OSIRIS RAYA RAMIREZ

Director de Tesis

D.C. RAFAEL SALGADO GARCIGLIA

Morelia, Michoacan; Junio 2020




“Nuwnea consideres el estudio como una
obligacibn sino como una oportunidant
para penetrar en el bello Yy wmaravilloso

mundo del Saber,”

Albert Elnstein.

“Un pedacito de cielo”



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, en particular al Programa
Institucional de Maestria en Ciencias Biolégicas, Area Temética de Biotecnologia
Alimentaria (Facultad de Quimico Farmacobiologia) por permitirme el ingreso a este

posgrado, para seguir adelante con mis estudios.

Al CONACYT, por la beca otorgada durante la realizacion de mis estudios de la maestria.

Principalmente a mi director de tesis, al Dr. Rafael Salgado Garciglia por haberme brindado
la oportunidad de recurrir a su capacidad y conocimiento cientifico, por su apoyo y

ensefianzas durante estos dos afios, sin quien, esta investigacion no hubiera sido posible.

También agradezco a los profesores miembros del comité de sinodales, a los Dres. Patricia
Rios Chavez, Ma. Guadalupe Garnica Romo, Salvador Manzo Avalos y Héctor Eduardo
Martinez Flores, por sus aportaciones y conocimientos, se alcanzo la calidad de esta tesis.

Un agradecimiento especial a mis padres Xochitl Ramirez y Rogelio Raya por todo el
esfuerzo para que no me faltara nada, todos mis logros se los debo a ustedes son mi ejemplo
de constancia y dedicacion. Papa siempre seras mi héroe y mi estrella en el cielo, mama
siempre seras mi confidente y mi fortaleza, los amaré todos los dias de mi vida. A la mejor
enfermera Sarahi que ademas de ser mi hermana es mi mejor amiga y al mejor chef Eddy

les agradezco todos los momentos juntos, su apoyo y su carifio los quiero mucho hermanos.

Al mejor M.C en ingenieria eléctrica Alejandro Zavala por todos los momentos vividos, por
tu amor y motivacién durante tanto tiempo, gracias por ser mi fortaleza eres mi ejemplo a

seguir y siempre estaras en mi corazon.

A mis hermanas de corazdn Fabiola, Sisara y Pamela por estar siempre en los buenos y
malos momentos y por los tantos afios de amistad, las adoro. A mis bidlogas favoritas
Vanessa, Tzitziqui, Aurora y Chochis por todas las experiencias vividas. A Cora, Manju,

Vera, Alina y Josue que a pesar de la distancia perdura nuestra amistad.



A todos mis comparfieros del laboratorio de Biotecnologia Vegetal, Rafa Ayala, Semy,
Yolanda, Yoshi, Ana, Sol y Sara pero en especial al Dr. Rafael Torres Martinez, por todos

los consejos y el apoyo durante el trabajo experimental.

A mis compaferos y amigos del posgrado Ricardo, Osvaldo, Gerardo, Diana y Marina pero

en especial a Baruc y Alfonso por su amistad durante el posgrado.

Ala M.C. Alejandra Hernandez Garcia, responsable técnica del laboratorio de Biotecnologia

Vegetal, por sus comentarios y observaciones.

A la Bioléga Yolanda Garcia Rodriguez por su apoyo en el analisis de cromatografia de

gases y espectrometria de masas.



LA PRESENTE INVESTIGACION FUE
REALIZADA EN EL LABORATORIO DE
BIOTECNOLOGIA VEGETAL DEL INSTITUTO
DE INVESTIGACIONES QUIMICO BIOLOGICAS
DE LA UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN
NICOLAS DE HIDALGO, BAJO LA DIRECCION Y
ASESORIA DEL DR. RAFAEL SALGADO
GARCIGLIA. ES PARTE DEL PROYECTO DE
INVESTIGACION APOYADO POR LA
COORDINACION DE LA INVESTIGACION
CIENTIFICA (CIC 2.10 RSG 2018-2020).

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES LAB. BIOTECNOLOGIA
QUIMICO BIOLOGICAS VEGETAL
UMSNH



INDICE GENERAL

Pagina
ABREVIATURAS .ottt e e e e e e e e e e e e e e as i
INDICE DE CUADROS ......ooouieeeite ettt ete ettt e ete et eae e etaeeaesteenaeeaesteareeeaeseeaneennes ii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt sttt sttt ene et seene e iii
RESUMEN ...ttt sttt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e et e eesaeassan s e e aaaaaaaaeeeees v
AB ST RACT L.ttt e et bt e e e e e et e a bbb s Vi
l. INTRODUCCION GENERAL .....ooetiiieee ettt eae e 1
2. ANTECEDENTES ..ottt e e e e e e s e e e e e e e e e e e e eeeeeennnnas 4
2.1. ESTRES OXIDANTE E INFLAMACION.......cooeoiiitiieeieece et 4
2.2. ANTIOXIDANTES Y ANTIINFLAMATORIOS .....ccooiiiiiiiiiiiiiieee e 7
2.2.1. Antioxidantes y antiinflamatorios de origen vegetal................ccccevvviinnnns 8
2.3. COMPUESTOS FENOLICOS Y TERPENICOS.......c.coveieeeeieeeeee e ee e 9
2.4.EFECTO DEL SECADO Y ALMACEN SOBRE EL CONTENIDO DE
COMPUESTOS BIOACTIVOS ...ttt eeennnnes 13
2.4.1. Infusiones y sus propiedades funcionales...........ccccoeeeviiieiiiiiiiie e, 14
2.5. PLANTAS MEDICINALES DE LA FAMILIA LAMIACEAE ......ccoooeeeiiiiiiiiiiiins 15
2.5.1. Hedeoma Epling y Stewart (1939) ........ccoovriiiiiieiieiiiiee e 16
2.5.2. Hedeoma piperita Benth. (1835) .......cccooiiiiiiiiiiiiiiie e 17
3. JUSTIFICACION. ...ttt ettt et ete e nae e eaeanens 19
A, HIPOTESIS ...ttt ettt ettt ettt e e b et s nese e enens 20
5. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e aeeeeaarranns 21
5.1. OBJIETIVO GENERAL ..ottt e e e e e e e e eaaaannne 21
5.1.1. Objetivos €SPECITICOS ... .ccciiiiiiiei e 21
6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ....ooiiiiieeeeie st e e e e e e e e e eeaannnnes 22
7. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e et et a bbb e e e e e e e e e e e e eeeeesnanes 23
8. DISCUSION GENERAL ......oviviieieee et ete ettt e et e eta e eteeeteeee e 65
9. CONCLUSION GENERAL ...ttt ettt seene e e s neenns 72
10. LITERATURA GENERAL CITADA ...ttt 73
O N | (@ 1 TSR 80
11.1 Curva de calibracion para la determinacion de la ICso de la infusion de hojas
frescas de Hedeoma piperita por el método DPPH..............ccoooiiiiiiiiiiiie, 80

11.2 Curva de calibracion para la determinacion de la ICso de la infusion de hojas
frescas de Hedeoma piperita por el método ABTS. ........coeeeiiiiiiiie e, 80



11.3 Curva de calibracion para la cuantificacién de acidos fendlicos totales,
realizada con acido galico (umoles/g peso fresco) (A=725 nm) (a) y para la
cuantificacion de flavonoides totales, realizada con quercetina (umoles/g peso
fresco) (A=415 NM) (D). cooorrrii 81

11.4 Curva de calibracion para la cuantificacion de terpenoides totales, realizada
con pulegona en diferentes concentraciones (1, 10, 50 y 100 mg/mL) (A=558
] 0 TS 82



ABREVIATURAS

AG Acido galico

AP-1: Proteina activadora 1

CAT: Enzima catalasa

COX: Ciclooxigenasas

ERO: Especies reactivas del oxigeno
ERN: Especies reactivas del nitrégeno
GPX: Enzima glutation peroxidasa

GSH: Glutation
H202: Peroxido de Hidrogeno

IkB: Cinasa inhibidora kappa B
IKK: Cinasa IKB

IL: Interleucinas

IL- 18:  Interleucina 1 beta

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

iINOS Oxido nitrico sintasa inducible

MAPKSs: Proteinas cinasas activadas por mitbgenos
NF-kB: Factor nuclear-kappa B

NRF2 Factor 2 de transcripcion

NO: Oxido nitrico
02" Anidn superdéxido
OH": Radical hidroxilo

PGE2: Prostaglandina E2

ROO": Radical lipido peréxido

SIRT1: Proteina sirtuina 1

SOD: Enzima superoxido dismutasa

TNF-a: Factor de necrosis tumoral-a

TRAF1: Factor 1 Asociado a Receptor de TNF
TRAF2: Factor 2 Asociado a Receptor de TNF



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1.

Cuadro 2.

Cuadro 3.

Cuadro 4.

Cuadro 5.

Cuadro 6.

Cuadro 7.

Cuadro 8.

Cuadro 9.

Actividad antiinflamatoria de frutos y vegetales en modelos
experimentales in vivo.

Compuestos fitoquimicos de naturaleza fendlica y terpénica
con efectos beneficiosos sobre la respuesta inflamatoria.

Ejemplo de plantas o frutos con actividad antioxidante y
antiinflamatoria en modelos experimentales in vivo.

Tratamientos para la determinacion del efecto
antiinflamatorio con tratamiento topico de las infusiones de
hojas frescas y secas (almacenadas por 30 dias) de H.
piperita (n=5).

Tratamientos para la determinacion del efecto
antiinflamatorio con tratamiento oral de las infusiones de
hojas frescas y secas (almacenadas por 30 dias) de H.
piperita (n=5).

Compuestos terpénicos mayoritarios de las infusiones de
hojas frescas de Hedeoma piperita, analizados por CG-EM.

Compuestos terpénicos mayoritarios de las infusiones de
hojas secas (30 dias de almacenamiento) de Hedeoma
piperita, analizados por CG-EM.

Compuestos fendlicos de la solucibn de mezcla de
estandares, analizados por HPLC (10 pg/mL).

Contenido de compuestos fendlicos identificados vy
cuantificados por HPLC en las infusiones de hojas frescas y
secas (30 dias de almacenamiento) de Hedeoma piperita.

Pagina

10

12

45

46

58

58

59



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Mecanismos de sefalizacion de la activacion del factor nuclear
kappa-B (NF-kB) mediada por ERO. Los estimulos inflamatorios
(citocinas proinflamatorias, estrés oxidativo, entre otros) y ERO
producidas en la mitocondria, la NADPH oxidasa y el reticulo
endoplasmico desencadenan las vias de la cinasa que resultan
en la activaciéon de NF-kB, que después es traslocado al nucleo
e induce la transcripcion del gen diana, como TNF-a, IL-1p3, IL-6
e IL-8.

Distribucion de la familia Lamiaceae en la Republica Mexicana.

A) Representacion grafica de una especie del género Hedeoma
(Fuente: Naturalista); B) Ejemplar de una planta de H. piperita;
C) Flores representativas de H. piperita.

Actividad antioxidante de infusiones de hojas de Hedeoma
piperita determinada en hojas frescas y secas (30, 60 y 90 dias
de almacenamiento) y del antioxidante sintético buitil
hidroxitolueno (BHT): A) Método DPPH; B) Método ABTS. Las
letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05, n=3,
prueba de Tukey).

Contenido de acidos fendlicos totales (A), flavonoides totales (B)
y terpenoides totales (C) de infusiones de hojas de Hedeoma
piperita, frescas y secas (30, 60 y 90 dias de almacenamiento)
expresado en pmoles de Acido Galico/mg peso fresco (A=725
nm), ymoles de Quercetina/mg peso fresco (A=415 nm) y mg Eq.
Pulegona/g peso (A=538 nm), respectivamente. Las letras
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05, n=3, prueba de
Tukey).

Tamafo del edema (mm) en la pata de la rata inducida con
carragenina (1, 2 y 3%) con administracion subcutanea de 25y
50 pL, a partir de 1 h después de la induccion. Los valores son
presentados como promedio *la desviacion estandar (n=3).

Porcentajes de la actividad antiinflamatoria de infusiones de
hojas frescas y secas (almacenada por 30 dias) de H. piperita
obtenidos con el modelo de edema en pata de ratas macho
Winstar inducido por carragenina (50 pL, 1%), con la
administracion topica de 50 pL de tres dosis: A) 0.1 mg/kg; B) 1
mg/kg; C) 10 mg/kg. Letras distintas indican diferencia
significativa (Tukey, p<0.05, n=5).

Pagina

16

17

31

34

49

52



Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Porcentajes de la actividad antiinflamatoria de infusiones de
hojas frescas y secas (almacenada por 30 dias) de H. piperita
obtenidos con el modelo de edema en la pata de ratas macho
Winstar inducido por 50 pL carragenina (1%), con la
administracion oral de 50 pL a dosis de 10 mg/kg. Letras distintas
indican diferencia significativa (Tukey, p<0.05, n=5).

Cromatogramas del andlisis de la identificacion y contenido de
compuestos terpénicos por CG-EM de infusiones de hojas
frescas (A) y hojas secas (30 dias de almacenamiento) (B) de
Hedeoma piperita.

Cromatograma de la solucion mezcla estandar de compuestos
fendlicos analizado por HPLC. Picos: 1, é&cido galico; 2,
catequina; 3, &cido vainillico; 4, acido cafeico; 5, epicatequina; 6,
acido p-cumarico; 7, rutina; 8, acido elagico; 9, quercetina.

Péagina

54

57

60



RESUMEN

La planta Hedeoma piperita Benth. (Lamiaceae), cuyo nombre comun es “quiensabe”
“tabaquillo” o “Hierba de Santo Domingo”, es considerada una planta medicinal, ya que
sus hojas y tallos son utilizados tanto en fresco como en seco para preparar infusiones
para combatir trastornos digestivos e inflamacion estomacal. Es una planta poco
estudiada por lo que en el presente trabajo se determiné el efecto del secado y tiempo
de almacén (30, 60 y 90 dias) de las hojas de H. piperita sobre el contenido de
compuestos fendlicos y terpénicos en infusiones, y su relacion con la actividad
antioxidante y antiinflamatoria. Por técnicas espectrofotométricas se determind el
contenido total de acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides; la identificacion y
cuantificacion de los compuestos mayoritarios de tipo terpénico y fendlico se realiz6 por
CG-EM y HPLC. La capacidad antioxidante fue determinada por los métodos DPPH y
ABTS, obteniendo los mayores porcentajes en las infusiones de hojas frescas con
valores de 90% y 93%, respectivamente. En las infusiones de hojas secas con 30 dias
de almacenamiento, se obtuvo un 82% de actividad antioxidante, solamente por el
método ABTS. El contenido de acidos fendlicos y flavonoides tuvo una relacién directa
con la alta actividad antioxidante, ya que las infusiones de hojas frescas mostraron la
mayor cantidad con 0.25 umoles EAG/mg p.f. y 7.69 umoles EQ/mg p.f. Con el método
de terpenoides totales, las infusiones de hojas secas (30 dias) mostraron el mas alto
valor de terpenoides totales (18.75 mg Eq. pulegona/g peso). Para determinar el efecto
antiinflamatorio se utilizaron infusiones de hojas frescas y secas almacenadas por 30
dias de H. piperita, ya que éstas mostraron una alta actividad antioxidante y un mayor
contenido de compuestos bioactivos. El efecto antiinflamatorio fue determinado por el
método adaptado de edema de pata inducido por carragenina en ratas macho Wistar,
tanto con la administracion tépica y oral de las infusiones de hojas de H. piperita. La
administracion topica se realizo con las dosis de 0.1, 1 y 10 mg/kg de ambas infusiones
y la administracion oral solamente la dosis de mayor efecto antiinflamatorio tépico (10
mg/kg) con la suministracion de ambas infusiones por 28 dias. El efecto se determiné
por la medicion del tamafio del diametro (base plantar al empeine) de la pata mediante
un micrémetro manual. Las infusiones de hojas secas (30 dias de almacén) de H.
piperita con la administracion topica, mostraron una mayor actividad antiinflamatoria
gue las infusiones de hojas frescas, con una dosis de 10 mg/kg, mostrando un
porcentaje de actividad antiinflamatoria de 77%, un efecto similar al que produce el
ibuprofeno a las 24 h (78.8%) en una dosis de 25 mg/kg. Con la administracion oral, la
actividad antiinflamatoria fue similar para ambas infusiones en la dosis de 10 mg/kg,
con 76% y 83%, respectivamente. En estas infusiones se identificaron los
monoterpenos mentol, mentona y pulegona, como los mayoritarios, y el acido galico y
la catequina como los compuestos fendlicos mayoritarios. La actividad antioxidante y
antiinflamatoria de las infusiones de hojas de H. piperita se relaciono directamente con
el contenido tanto de compuestos fendlicos como terpénicos, de los cuales se
identificaron los posibles responsables de tal actividad.

Palabra clave: Antioxidante, antiinflamatoria, fendlicos, Hedeoma piperita, terpenos.



ABSTRACT

Hedeoma piperita Benth. (Lamiaceae), whose common name is "quiensabe",
"tabaquillo” or "Santo Domingo herb", is considered as a medicinal plant, since fresh
and dry leaves and stems are used into infusions to treat digestive and stomach
disorders and inflammation. It is a small plant with a few studies. In the present study,
the effect of drying and storage time (30, 60 and 90 days) of H. piperita leaves were
determined on the content of phenolic and terpenes compounds and their relationship
with antioxidant and anti-inflammatory activity. Spectrophotometric techniques were
used to determine the total content of phenolic acids, flavonoids and terpenoids; the
identification and quantification of the terpene and phenolic majority compounds was
performed using GS-MS and HPLC. Antioxidant capacity was determined by the DPPH
and ABTS methods. The highest antioxidant capacity was found in fresh leaf infusion
with values of 90% and 93%, respectively. In infusions of dried leaves with 30 days of
storage, 82% antioxidant activity was obtained, only by the ABTS method. The content
of phenolic acids and flavonoids had a direct relationship with the high antioxidant
activity, infusions of fresh leaves showed the highest amount with 0.25 pmoles EAG/mg
p.f. and 7.69 pmoles EQ/mg p.f. Moreover, infusions of dried leaves (30 days) showed
the highest total terpenoid value (18.75 mg Eq. pulegone/g weight). Infusions of fresh
and dried leaves (stored for 30 days) of H. piperite were used to determine the anti-
inflammatory effect, as these showed high antioxidant activity and a higher content of
bioactive compounds. The anti-inflammatory effect was determined by the adapted
method of carrageenan-induced paw edema in male Wistar rats., both with topical and
oral administration of H. piperite leaf infusions. Topical administration was performed at
doses of 0.1, 1 and 10 mg/kg of both infusions and oral administration only the dose
with the highest topical anti-inflammatory effect (10 mg/kg) with the supply of both
infusions for 28 days. The effect was determined by measuring the size of the diameter
(plantar base to the instep) of the paw by a manual micrometer. Infusions of dried leaves
(30 days of storage) of H. piperite with topical administration, showed greater anti-
inflammatory activity than infusions of fresh leaves, with a dose of 10 mg/kg, showing a
percentage of anti-inflammatory activity of 77%, an effect similar to that produced by
ibuprofen at 24 h (78.8%) at a dose of 25 mg/kg. With oral administration, anti-
inflammatory activity was similar for both infusions at the 10 mg/kg dose, with 76% and
83%, respectively. The major monoterpenes menthol, menthona and pulegone were
identified in leave infusions of H. piperita, and gallic acid and catechin as the major
phenolic compounds. The antioxidant and anti-inflammatory activities of infusions of H.
piperita leaves were directly related to the content of both phenolic and terpenes
compounds, of which were identified as possible responsible for such activity.

Keywords: Antioxidant, anti-inflammatory, phenolic, Hedeoma piperite, terpenes.
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l.  INTRODUCCION GENERAL

México tiene una gran herencia cultural en el uso de plantas aromaticas y medicinales
para tratar diferentes padecimientos; su utilizacion se remonta a tiempos prehispanicos
por lo que ha formado parte de nuestra historia y costumbres (Masarovicova y Kralova,
2006). Su aprovechamiento sin duda comenzé con la continua experimentacion de
diferentes plantas, que de acuerdo a sus caracteristicas Unicas ofrecian agradables
aromas, sabores en los alimentos, alivio de dolor y cura de ciertas enfermedades
(Craker, 2007).

El interés por estas plantas obedece a sus caracteristicas aromaticas, terapéuticas,
pero también a su uso como fuente de productos nutracéuticos, entre otras
aplicaciones (Sangwan et al., 2001; Lahlou, 2004). Cabe destacar que las plantas
aromaticas medicinales son consideradas como un grupo de las mas importantes ya
gue es bien sabido su uso como infusion en los ultimos afios entre la poblacion
mexicana (Rivera et al., 2008). Para su uso, se utilizan diferentes partes de las plantas
como hojas, tallos, flores, frutos, corteza y raices, tanto en fresco como secas, asi
cComo sus extractos y sus principios activos (Cases, 2007). La preferencia en el
consumo de estas hierbas se atribuye a su sabor agradable, que adicionalmente
proveen efectos benéficos a la salud, entre los que se encuentran la actividad
antimicrobiana, capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria, entre otros, los
cuales se han relacionado a su contenido de compuestos fendlicos (McKay y
Blumberg, 2006; Wiart, 2007) y terpénicos (Miguel 2010; Torres-Martinez y Salgado-
Garciglia, 2014).

Se han identificado cerca de 5,000 especies de plantas que tienen aplicaciones
curativas, las que son utilizadas comiunmente por mas de 60 grupos étnicos en nuestro
pais. Aungue muchos de los usos estan restringidos por las autoridades de salud, en
regiones marginales forman parte de la tradicién y cultura popular. La Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), reporta que el 80% de la poblacién mundial, mas de cuatro



mil millones de personas, utiliza las plantas como principal remedio medicinal (WHO,
2002; Gonzalez-Stuart y Rivera, 2009).

Uno de los grupos de plantas aromaticas y medicinales de los mas representativos en
México es la familia Lamiaceae, con 236 géneros y mas de 7,000 especies conocidas,
a la que pertenecen la menta, el tomillo, la hierbabuena, la albahaca, el romero, la
salvia, la mejorana, el orégano y la lavanda, algunas de las cuales son ampliamente
cultivadas (Harley et al., 2012). Los principales metabolitos secundarios de este tipo
de plantas son los compuestos volatiles (terpenoides) y los de naturaleza fendlica, que
componen sus aceites esenciales, con diferentes actividades biolégicas como
sedante, diurética, ténica, antiespasmodica y antiséptica, resaltando propiedades
nutracéuticas como la actividad antioxidante y la antinflamatoria (Garcia-Pérez et al.,
2012; Raja, 2012).

La composicion y el contenido de los principios activos de las plantas se encuentran
definidos por diversos factores como las variaciones de clima, suelo, época de
cosecha, caracteristicas genéticas de la planta, condiciones de secado y tiempo de
almacenamiento. La temperatura y el tiempo también son factores que determinan la
extracciéon de los compuestos responsables de la actividad bioldgica (Montanari et al.,
2011). Otro aspecto que puede dar lugar a pequefios cambios en la composicién de
los principios activos es la humedad, ya que el contenido de ésta en el material vegetal,
afecta al momento de la extraccion tanto el rendimiento como la variabilidad en la
composicién quimica de éstos (Barboza et al., 2006). En plantas como el poleo (Lippia
alba), el secado tiene un efecto sobre el aumento de la concentracion de los

componentes principales a diferencia de la materia fresca (Ospina et al., 2016).

Sin embargo, en nuestro pais existe una gran cantidad de plantas medicinales
silvestres nativas que pertenecen a esta familia, que son utilizadas en la medicina
tradicional de pueblos o comunidades locales o regionales, que han sido poco

estudiadas y no se han implementado programas para su domesticacién y cultivo, y se



desconocen los factores determinantes en el contenido de sus compuestos activos en

materia fresca y seca después del corte (Torres-Martinez et al., 2014).

Es por ello, que es necesario realizar investigaciones para determinar la relacion de
algunos de estos factores como el secado y almacenamiento de la materia vegetal de
las diferentes plantas medicinales y aromaticas que se utilizan en México, con las

propiedades medicinales como la actividad antioxidante y la antiinflamatoria.

La especie Hedeoma piperita Benth (1835), cuyo nombre comun es “quiensabe’,
“tabaquillo” o “Hierba de Santo Domingo”, pertenece a la familia Lamiaceae, y es
considerada como una planta con alto valor cultural y de comercializacion en la meseta
purépecha de Michoacén, por su uso como planta medicinal, ya que sus hojas y tallos
son utilizados para preparar infusiones para combatir trastornos digestivos,
inflamacién estomacal, mala digestion, diarrea, pero principalmente para aliviar el dolor
de estbmago (Santos, 2014). Es una planta poco estudiada de la cual se desconocen
sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, asi como la relacion de éstas con
los compuestos activos y el efecto sobre estas propiedades y contenido de

compuestos del secado de hojas y tiempo de almacenamiento.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto del secado y del tiempo de
almacén de hojas sobre la actividad antioxidante y antiinflamatoria, asi como en el
contenido de compuestos fendlicos y terpénicos, en infusiones de Hedeoma piperita
Benth.



2. ANTECEDENTES

2.1. ESTRES OXIDANTE E INFLAMACION

Los organismos vivos se desarrollan en condiciones aerdbicas y estan expuestos a
diversos agentes oxidantes como las especies reactivas del oxigeno (ERO) y las
especies reactivas del nitrogeno (ERN), ambos tipos tienen funciones bioldgicas
esenciales para el desarrollo celular normal (Pitocco et al., 2013). Las ERO son
generados en varios sistemas celulares localizados en la membrana plasmatica, el
citosol, el reticulo endoplasmico y la mitocondria, en donde se forma el peréxido de
hidrégeno (H202), radical anién superéxido (O2™), radical hidroxilo (OH") y el radical
lipido peréxido (ROO") (Ibarra, 2006).

Las diferentes ERO son la causa del estrés oxidante, un estado que ocurre a nivel
celular, en el que las fuerzas oxidantes (moléculas o porciones de ellas, que presentan
al menos un electron desapareado en su orbital mas externo y son extremadamente
reactivos) superan los sistemas antioxidantes, causando la pérdida del equilibrio entre
ellos, provocando un desbalance de 6xido-reduccion (Yoshikawa y Naito, 2002; Diaz-
Flores et al., 2004). Para contrarrestar el efecto nocivo de estas ERO, los organismos
aerobios cuentan con mecanismos antioxidantes, que incluyen moléculas, enzimas y

secuestradores quimicos que prevevinien el dafio oxidativo (Rahal et al., 2014).

La inflamacion es la respuesta del sistema inmunolégico de ciertos organismos a
estimulos nocivos, causado a sus células y tejidos vascularizados por patégenos
bacterianos y por cualquier otro agresor de naturaleza quimica, fisica o bioldgica
(Angosto y Barreno, 2007). De esta forma, las agresiones enddégenas o exdgenas
provocan una cascada defensiva, donde la inmunidad innata, a través del proceso
inflamatorio, destruye el agente patégeno y repara el tejido con la finalidad de restaurar
el o6rgano afectado. Se trata de un proceso complejo que involucra la accion
coordinada de multiples células, caracterizado por alteraciones en la permeabilidad

vascular y la produccién de mediadores inflamatorios locales, como esteroides,



prostaglandinas, citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y especies reactivas

de oxigeno y de nitrégeno (Abbas et al., 2005).

Durante la inflamacion hay un aumento de la produccion de ERO a nivel celular o
tisular, ya sea a través de la NADPH oxidasa o la cadena de transporte de electrones
en la mitocondria (Mittal et al., 2014). Estas moléculas reactivas estan directamente
relacionadas con la progresion de los procesos inflamatorios, ya que inducen dafio
celular y/o conducen a la activacion de factores de transcripcion sensibles a reacciones
redox. Los cambios temporales en el estado redox de la célula alteran vias de
sefalizacion, como la de las proteinas cinasas activadas por mitdégenos (MAPKS) y la
de la proteina sirtuina 1 (SIRT1). Estas vias regulan factores de transcripcién nuclear
como la proteina activadora 1 (AP-1), que induce respuestas mitogénicas y como el
factor nuclear-kappa B (NF-kB) que induce respuestas inflamatorias (Pitocco et al.,
2013; Ottum y Mistry, 2015).

El NF-kB participa en la regulacién de los genes proinflamatorios, lo que representa un
paso clave en la produccion de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) y las interleucinas (IL) IL-1j3, IL-6 e IL-8. La actividad de NF-kB esta
regulada por las proteinas cinasas inhibidoras kappa B (IkB) (Gilmore, 2006). La
estimulacion inflamatoria induce la ruta de la IkB cinasa (IKK) promoviendo la
activacion de la MAP cinasa y el factor 1 asociado al receptor de TNF (TRAF1) y 2
(TRAF2). El NF-kb queda atrapado en el citoplasma en las células estimuladas y se
transloca al nucleo después de la presencia de estimulos como el estrés oxidativo
(Figura 1) (Kabe et al., 2005; Minatel et al., 2016).

Las ERO a bajas concentraciones tienen un papel importante como mediadores de
procesos de sefializacién intracelular, pero cuando su concentracién se incrementa
suelen generar dafios a nivel celular, que se relaciona con la aparicion de
enfermedades cronicas degenerativas como la hipertension, el cancer y la diabetes,
entre otras. Sin embargo, estudios han demostrado que es posible generar un

ambiente antiinflamatorio al aumentar el consumo de fotoquimicos. De las plantas



medicinales se utiliza extractos en diversas formas de preparacién, como alternativa
para el alivio de estos sintomas, debido a que contienen principios activos como acidos
fendlicos, polifenoles, flavonoides y vitaminas como el tocoferol, los cuales pueden
reducir significativamente la produccién de biomarcadores inflamatorios (Franco et al.,
2013; Medina-Remoén et al., 2017).
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Figura 1. Mecanismos de sefializacién de la activacion del factor nuclear kappa-B
(NF-kB) mediada por ERO. Los estimulos inflamatorios (citocinas
proinflamatorias, estrés oxidativo, entre otros) y ERO producidas en la
mitocondria, la NADPH oxidasa y el reticulo endoplasmico desencadenan
las vias de la cinasa que resultan en la activacion de NF-kB, que después
es traslocado al nacleo e induce la transcripcion del gen diana, como TNF-
a, IL-1B, IL-6 e IL-8 (Minatel et al., 2016).



2.2. ANTIOXIDANTES Y ANTIINFLAMATORIOS

Un antioxidante se define como aquel compuesto capaz de disminuir el dafo celular,
proteger a las biomoléculas de la oxidacion y/o inhibir los procesos apoptéticos
generados por las ERO (Ferrari, 2004). Los antioxidantes han sido clasificados de
diferentes maneras, de las cuales las mas utilizadas establecen las diferencias de
acuerdo a la estructura quimica y funcion biolégica, dividiéndolos en enziméticos y no

enzimaticos.

Los antioxidantes no enzimaticos incluyen los principales amortiguadores celulares
redox [ascorbato, glutation (GSH), acido ascérbico y tocoferol] y metabolitos de origen
fendlico (acidos fendlicos, flavonoides, taninos, entre otros), de origen terpénico como
algunos monoterpenos y también de ciertos compuestos nitrogenados (alcaloides,
derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) (Mittler, 2002; Guereca et al., 2007;
Miguel, 2010).

Los flavonoides detienen la oxidacion de los lipidos y de otras moléculas por la
donacion de atomos de hidrogeno a los radicales, dejando radicales fenoxi
intermediarios. Estos radicales son relativamente estables y no pueden iniciar

reacciones de radicales en cadena (Li et al., 2013).

Los mecanismos enzimaticos en las plantas incluyen enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT) (Apel y Hirt,
2004). La expresion de estas tres clases de enzimas antioxidantes se eleva de una
forma dependiente del nivel de las ERO. Los factores de transcripcion NF-kB y AP-1,
pueden unirse a sitios especificos en la regién promotora de los genes de SOD2, GPX
y CAT en las células del musculo esquelético y estimular la produccion de estas

enzimas (Kozakowska et al., 2015).

En las plantas, los antioxidantes cumplen importantes funciones de proteccion y
estabilizacion frente a las ERO, que funcionan como defensa ante diversos tipos de

estrés como exceso de radiacion solar, alta o bajas temperaturas, sequia y cuando
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son atacadas por patdgenos (Tun et al., 2001). En los animales, Mittal et al. (2014)
describen la funcion de las ERO en la defensa inmune contra agentes biologicos
externos mediante el proceso inflamatorio, resaltando la relacion entre una alta

actividad antioxidante y la regulacion de procesos inflamatorios.

2.2.1. Antioxidantes y antiinflamatorios de origen vegetal

La alimentacién constituye un factor importante en la modulacion de la respuesta
inflamatoria, debido a que los fitoquimicos presentes en los alimentos, en su forma
original o al ser metabolizados, son la fuente de antioxidantes o pueden formar
metabolitos activos y comportarse como mensajeros intracelulares, activando o
inhibiendo la expresion de genes involucrados ya sea en el balance del estrés oxidativo

0 en los procesos inflamatorios (Gonzales, 2012).

Algunos terpenoides, carotenoides, compuestos fendlicos, compuestos nitrogenados
y organo-sulfurados, son obtenidos durante el consumo o uso de plantas o de sus
diferentes partes como hojas, tallos, cortezas, raices, flores y frutos (Edeoga, 2005;
Tiwari, 2011; Maluventhan y Sangu, 2010; Bellik et al., 2012), algunos en particular
tienen actividad antioxidante y otros también han demostrado su actividad

antiinflamatoria en modelos experimentales tanto in vitro como in vivo (Cuadro 1).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), hasta un 80% de las
personas dependen principalmente de las hierbas medicinales, debido a su
disponibilidad de bajo costo (Deepa y Renuka, 2014). Los compuestos antioxidantes
mas representativos en estas plantas son los acidos simples como el acido citrico y el
acido ascérbico (Halliwell, 2001) y los del tipo fendlico, dentro de los que se encuentran
los acidos fendlicos y los polifenoles como los taninos y los flavonoides (Porras-Loaiza
y L6épez-Malo, 2009).



Cuadro 1.

Actividad antiinflamatoria de

experimentales in vivo.

frutos y vegetales en

modelos

Nombre Compuesto Modelo Mecanismo Referencias
activo antiinflamatorio
Cebolla Flavonoides -Inhibe expresion | Griffiths et al.,
(Allium Cepa) Carotenoides Ratas Wistar COX2, PGE2 2002; Lopez-
Antocianinas -Inhibe NF-kB, TNF Lazaro, 2009;
Flavonoles -Reduce expresion | Guillamén, 2018
Quercetina de IL-1, IL-6, IL8
Uva Polifenoles Consumo -Reduce expresion | Bertelli y Das,
(Vitis vinifera) Flavonoides regular de | NF-«kB 2009; Latruffe y
Flavanoles derivados de | -Reduce COX2 vy | Rifler, 2013;
Flavonoles uva (vino entre | PGE2 -Reduce e | Hashimetal.,
300-600 mL) inhibe, TNFa, IL-1, | 2013; Chen et al.,
IL-6, IL-12. 2014
Durazno rojo Compuestos Ratas - Reduce NF-kB por | Kim et al., 2013;
(Prunus fendlicos Dosis inhibicion de la | Shinetal.,, 2010
persicarosaceae) | Flavonoles empleada translocacién al
Flavanoles 1000 mg/kg nacleo.
Quercetina - Reduce TNFa e IL6.
Catequina,
Kaempferol

Entre los efectos beneficiosos del consumo de productos de origen vegetal, destaca
su influencia positiva sobre la microbiota, salud gastrointestinal e inmunidad. La
microbiota desempefia un papel clave, con una influencia directa en numerosas
enfermedades relacionadas con el sistema inmune y la inflamacion. Mediante
intervenciones en la dieta se puede modificar la funcionalidad y composicién de la
microbiota intestinal, asi como influir en el desarrollo de mdultiples alteraciones

directamente asociadas con la inflamacién (Sekirov et al., 2010).

2.3. COMPUESTOS FENOLICOS Y TERPENICOS

La gran mayoria de los farmacos antiinflamatorios presentan una alta incidencia de
efectos adversos, por lo que su utilizacion esta limitada en numerosas ocasiones, de
tal manera que la busqueda de compuestos complementarios resulta una posibilidad
de ayuda para la poblacion que padece afecciones que cursan con procesos



inflamatorios. Es por eso que en los Ultimos afios han cobrado especial interés los
estudios en los fitoquimicos como los compuestos fendlicos y terpénicos, los cuales
son capaces de inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias o bien incrementar
la produccién de anticuerpos o inmunoglobulinas (Rubi6 et al., 2013; Jantan et al.,
2015). En el cuadro 2 se indican algunos compuestos fitoquimicos de naturaleza

fendlica y terpénica con efectos beneficiosos sobre la respuesta inflamatoria.

Cuadro 2. Compuestos fitoquimicos de naturaleza fendlica y terpénica con efectos
benéficos sobre la respuesta inflamatoria (Rubi6 et al., 2013; Jantan et
al., 2015; Zhu et al., 2018).

Grupo .
L Mecanismo
Quimico Compuesto
Curcumina Inhibe la expresion de TNF-a, IL-1p, IL-6, NF-kB
Acidos
fenélicos Resveratrol Reduccién en la produccion de TNF-a, IL-13 e IL-6

Acido galico Regulacion de NF-kB y reduccion de TNF-a e IL-6

Inhibe la produccion de TNF-a, la expresiéon de iNOS y
Quercetina la produccion de NO

Flavonoides

Inhibe la produccion de TNF-a e IL-6 y reduce la

Rutina expresion de INOS y COX-2
Timol Inhibe la produccion de TNF-a e IL-6 y reduce la
expresion de INOS y COX-2
Terpenoides
Limoneno Inhibe la sefializacion de NF-kB
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Los compuestos fendlicos constituyen el grupo mas abundante de sustancias
bioactivas presentes en los alimentos (Gonzales 2012). De acuerdo a Bellik et al.
(2012), los fenoles pueden subdividirse en &cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos,
cumarinas y taninos. Los flavonoides contienen en su estructura quimica un namero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro
y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante.
También ejercen una accion antiinflamatoria al inhibir las actividades enziméticas del
metabolismo del &cido araquidénico (Schewe et al., 2001). Por ejemplo, el té verde
contiene polifenoles que incluyen flavanoles, flavonoides, acidos fendlicos y
catequinas, que una vez consumidos se absorben, metabolizan, metilan, sulfatan y
glucolizan para ejercer numerosos efectos como antiinflamatorios y principalmente
antioxidantes (Chow y Hakim, 2011).

En un estudio realizado por Lépez (2012) se mostré una fuerte inhibicion en la
produccion de citocinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a, IL6 y PGE2), con extractos
equivalentes a un consumo de entre 6 a 10 tazas de té verde por dia, en un periodo
de ensayo de 12 meses. Aunque en otros estudios, se ha mostrado que un exceso de
éstos, presentan efectos prooxidantes, por lo que es importante profundizar mas sobre
los estudios del uso, dosis, tiempo y administracion de fuentes naturales como las
plantas, para utilizarse como antioxidantes o como antiinflamatorios (Lorenz, 2013).
Los terpenoides son compuestos aromaticos que se encuentran principalmente en las
plantas medicinales arométicas, los cuales son responsables del sabor, el olor o el
aroma, por lo que tienen una funciébn muy importante para su aceptacibn como
remedios herbales (Harman-Ware et al., 2016). Este tipo de compuestos, son
metabolitos secundarios presentes en las plantas y tienen actividad antimicrobiana,
antiparasitaria, antiviral, anticancerigena y por supuesto, antiinflamatoria (Hortelano,
20009).

En plantas de Stevia rebaudiana, el principio activo es el esteviosido, un diterpeno
glucosido que a nivel intestinal se modifica a esteviol y ejerce un efecto

antiinflamatorio, por inhibir la activacion del NF-kB, regulando el proceso
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transcripcional y la liberacién de citocinas proinflamatorias (Fengyang et al., 2012). En

el cuadro 3 se describen algunos ejemplos de plantas o frutos con actividad

antioxidante y antiinflamatoria, demostradas en modelos experimentales in vivo.

Cuadro 3.

Ejemplo de plantas o frutos con actividad antioxidante y antiinflamatoria
en modelos experimentales in vivo.

Compuesto activo Planta Efecto Modelo Referencias
Quercetina Vitis vinifera | Antioxidante/ Células géastricas | Sangiovanni et
(Uva) antiinflamatorio | epiteliales (AGS) e al., 2015
intestinales (Caco-
2) humanas
Acido linoleico, Zingiber Antioxidante/ Suero (ratas Thomson et
Alfa- linoleico, officinale antiinflamatorio Wistar) al., 2012
Gingerol, (Jengibre)
Capsaicina
Acido Mentha Antioxidante/ Edema de oreja de Sunetal.,
rosmarinico, piperita antiinflamatorio | ratén inducido por 2014
flavonoides, (Menta) aceite de crotén
(eriocitrina,
luteolina), mentol
y la mentona
Estragol, Ocimum Antioxidante/ Edema pata de Singh, 1999;
eugenol, basilicum antiinflamatorio rata por Hussain et al.,
linalol, Flavonoid | (Albahaca) carragenina 2008
es
(quercetrdsido)
Quercetina, Camellia Antioxidante/ Artritis reumatoide Pelusoy
miricetina, sinensis antiinflamatorio Serafini, 2017,
kaempferol (té verde) Mao et al.,
2017; Guo et
al., 2018
Terpenoides
(bisabolol, Chamaemel | Antioxidante/ Ratas Wistar Della, 1990;
matricina); um nobile antiinflamatorio (tépica) Merfort et al.,
Flavonoides (Manzanilla) 1994
(apigenina,
luteolina)
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2.4, EFECTO DEL SECADO Y ALMACEN SOBRE EL CONTENIDO DE
COMPUESTOS BIOACTIVOS

El secado es el proceso que consiste en la eliminacién de gran parte del agua de los
alimentos, hasta un nivel de humedad aceptable para ser almacenados por largos
periodos, evitando el crecimiento de microorganismos como bacterias, levaduras y
hongos. Durante y después del secado de los alimentos, ocurren cambios quimicos,
fisicos y organolépticos, tales como la reduccién de la actividad de agua (aw),
reduccion de la actividad enzimatica, degradacion de vitaminas hidrosolubles,
oxidacion de lipidos y desnaturalizacion de proteinas (Sastre y Hernandez, 1999). El
mayor problema en el secado y el almacenamiento es la alta sensibilidad del principio

biolégicamente activo y su conservacion (Larrasoafa, 2010).

En plantas como Lippia alba (Verbenaceae), el rendimiento es mayor en hojas frescas
con un 75% de humedad a diferencia de las secas que presentaron un 12% (Mejia et
al., 2007). Ademas, la humedad puede generar variabilidad en la composicion quimica
de sus compuestos activos, ya que cuando se utilizan temperaturas por arriba de los
70°C, hay una reduccion entre el 12 y 17% del contenido de sus compuestos activos
de plantas secas de L. alba, en comparaciéon con los contenidos de los mismos
compuestos en plantas frescas. Sin embargo, el contenido de algunos compuestos
como el citral, fue ligeramente mayor que el obtenido en plantas frescas, los autores
consideran que este aumento puede atribuirse a la oxidacién del geraniol durante el

proceso de secado, al convertirse en geranial (Barboza et al., 2006).

El secado y el almacenamiento son de gran importancia en el producto final de las
diferentes partes de las plantas, razén por la cual los productos de mala calidad estan
asociados con la recoleccién, procesamiento y almacenamiento inadecuados. Por lo
tanto, estos parametros son fundamentales para lograr un producto de buena calidad,
si el secado y el almacenamiento no se realiza adecuadamente, podria comprometer
el contenido de principios activos y también podria influir en el color y el olor, asi como

en la calidad final y por lo tanto en la actividad biol6gica (Larrasoafia, 2010).
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2.4.1. Infusiones y sus propiedades funcionales

Hasta el siglo XIX, el uso de las plantas aromaticas y medicinales fueron los Unicos
medicamentos empleados por el hombre en los paises occidentales, debido a que
ofrecian agradables aromas, sabores, alivio de dolor y cura de enfermedades
(Masarovicova y Kralova, 2006; Craker, 2007). Se emplean principalmente sus tallos,
hojas y/o flores por medio de infusion. Este tipo de plantas medicinales brindan
innumerables propiedades funcionales y nutracéuticas en esta bebida debido a la
extraccion acuosa de los principios activos presentes en estas mediante la adicion de

agua en ebullicion (Carballo et al., 2005).

Debido a la naturaleza acuosa, de alta polaridad de las infusiones, éstas se componen
principalmente de compuestos fendlicos y la principal caracteristica de éstos es que
en su estructura tienen un grupo fenol, que permite su solubilidad en agua y es
responsable de la actividad antioxidante y antiinflamatoria (Mufioz-Veldzquez et al.,
2012; Ambriz-Pérez et al., 2016), sin embargo, las infusiones de plantas aromaticas
contienen algunos compuestos de tipo terpénico (Miguel, 2010; Torres-Martinez y
Salgado-Garciglia, 2014).

Como antes se describid, una de las propiedades medicinales de los terpenos, es su
actividad antioxidante y hay evidencias cientificas de su actividad antiinflamatoria, por
lo que algunas infusiones derivadas de plantas aromaticas que contienen terpenos
como el eugenol, timol, p-cimeno, linalool, B-cariofileno, 4-terpineol, muestran un
efecto antioxidante y antiinflamatorio. Estos son componentes del aroma de plantas
como el clavo (Eugenia caryophyllus), albahaca (Ocimum basilicum), tomillo (Thymus
vulgaris), manzanilla (Matricaria chamomilla) y mirto (Myrtus communis), entre otras.
Otros ejemplos de terpenos con estas propiedades, estan presentes en el eucalipto,
romero, lavanda, pino y mirra; los terpenos p-cimeno y timol del tomillo actian sobre

la inflamacion en colon (Miguel, 2010; Torres-Martinez y Salgado-Garciglia, 2014).
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En especies de la familia Lamiaceae como Hedeoma multiflorum, Hypericum
perforatum, Hyptis verticillata, Ocimun basilicum, Satureja macrostema y Thymus
vulgaris, el efecto antioxidante y antiinflamatorio se debe al contenido de compuestos
fendlicos y ciertos terpenos (Cafiigueral y Vanaclocha 2000; Pifiol et al., 2000;
Baranauskiené et al., 2003; Barboza et al., 2006; Picking et al., 2013; Torres-Martinez
et al., 2018).

A Thymus vulgaris (tomillo), que generalmente se utiliza como condimento de
alimentos, se le atribuyen diversas propiedades farmacoldégicas como actividad
antibacteriana, actividad antiinflamatoria y actividad antioxidante (Cafiigueral vy
Vanaclocha, 2000; Baranauskiené et al., 2003). Las hojas de Hypericum perforatum
contienen flavonoides, entre los cuales se mencionan a la quercetina, rutina,
isoquercetina, bioflavonoides (amentoflavona), procianidinas oligoméricas, taninos
catéquicos, derivados del &cido cafeico (acido clorogénico), con actividad

antiinflamatoria y actividad antioxidante (Albert et al., 2002; Silva et al., 2005).

La actividad de estos compuestos, estd estrechamente relacionada con la naturaleza
guimica (polaridad) y la presencia de agua, por ello, el secado, tiempo y condiciones
de almacenamiento son factores importantes a tomar en cuenta para preservar dicha
actividad (Carballo et al., 2005).

2.5. PLANTAS MEDICINALES DE LA FAMILIA LAMIACEAE

La familia Lamiaceae incluye 236 géneros y 7 173 especies. Su distribucion es
subcosmopolita y es muy diversa en zonas templadas, particularmente en el
Mediterrdneo y la region central de Asia. En México se encuentra ampliamente
distribuida, principalmente a lo largo de las zonas montafiosas y en el eje Neovolcanico

transversal como se muestra en la figura 2 (Kubitzki et al., 2004).

Esta familia tiene importancia econémica en varias partes del mundo, ya que muchas

de sus especies se usan como condimentos (Origanum, Thymus, Mentha), para

15


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1870345313728318#bib0110

obtener aceites esenciales (Lavandula, Pogostemon, Salvia) y/o como ornamentales
(Coleus, Salvia, Scutellaria) (Martinez-Gordillo, 2013).
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Figura 2. Distribucion de la familia Lamiaceae en la Republica Mexicana (Martinez-
Gordillo, 2013).

2.5.1. Hedeoma Epling y Stewart (1939)

El género Hedeoma (Lamiaceae) cuenta con 30 especies americanas mayormente
distribuidas en México y Estados Unidos y solo cinco especies en América del Sur
(Slanis y Bulacio, 2005). Sus propiedades aromaticas se reflejan en los nombres
comunes de varios representantes del género, las que incluyen en su conformacion
expresiones asociativas como por ejemplo “menta”, “comino”, “orégano”, “peperina” y
“tomillo” (Slanis y Bulacio, 2005; Martinez, 2005; Dadeé et al., 2009; Viveros-Valdez et

al., 2010).

Las especies se caracterizan por ser plantas de altura baja, generalmente son
aromaticas, herbaceas o0 en ocasiones sub-arbustivas con crecimiento anual o
perenne; se compone de tallos ramificados ya sea, ascendentes o decumbentes,

pubescentes en la parte superior; sus hojas pecioladas a sésiles, pequefias, ovadas,
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elipticas o bien rdmbico-lanceoladas o aserradas; la presencia de las flores son de
color lila o blanquecinas con tintes violaceos, agrupadas en verticilos laxos, axilares, y
de pocas flores que forman pseudorracimos o0 espicastros terminales; el céliz es
tubular; cuenta con dos estambres fértiles y mericarpios ovoides y lisos. Estas
especies se distinguen por ser medicinales y otras se utilizan como especias
(Rzedowski y Rzedowski, 2005) (Figura 3A).

2.5.2. Hedeoma piperita Benth. (1835)

La especie Hedeoma piperita, conocida comunmente como “quiensabe”, “tabaquillo” o
“hierba de Santo Domingo”, es herbacea perenne, aromatica, con tallos ascendentes,
ramificados desde la base, con una altura de hasta 25 cm (Figura 3B); sus hojas son
subsésiles, presenta inflorescencias en forma de verticilos interruptos, flores
pediceladas, cdliz tubular de 5 a 10 mm de largo, color blanca o morada de 6 a 8 mm
de largo; filamentos de mas o menos 3 mm de largo y mericarpios ovoides o0

subglobosos, de color pardo de alrededor de un 1 mm de largo, casi lisos.

Figura 3. A) Representacion gréfica de una especie del género Hedeoma (Fuente:
Naturalista); B) Ejemplar de una planta de H. piperita; C) Flores
representativas de H. piperita (Fotos: RSalgadoGarciglia).
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Esta planta crece en los estados de Veracruz, Puebla, Hidalgo, Michoacan y Estado
de México, donde es considerada como planta medicinal (Rzedowski y Rzedowski,
2005) (Figura 3C). Aunque existe poca literatura sobre esta planta, es bien sabido que,
en la meseta purépecha del estado de Michoacan, las hojas se utilizan para su
consumo como infusion, por lo que es importante realizar estudios que nos

comprueben sus propiedades funcionales y nutracéuticas.

Es una planta poco estudiada de la cual se desconocen sus propiedades antioxidantes
y antiinflamatorias, la relacion de éstas con los compuestos activos, asi como el efecto
del secado de hojas y tiempo de almacenamiento sobre el contenido de los

compuestos, objetivo principal de esta investigacion.
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3. JUSTIFICACION

Infusiones de hojas de H. piperita son utilizadas en nuestra region con fines
medicinales, pero se desconocen sus propiedades biolégicas y los compuestos
bioactivos responsables de este uso, asi como los posibles cambios si las hojas se

utilizan frescas o secas, asi como en diferentes tiempos de almacén.

Debido a esto, es importante la determinacién del contenido de los principios activos,
en particular los de tipo fendlico y terpénico, en infusiones de hojas frescas y secas de
H. piperita, con el propésito de relacionar el efecto del secado y el tiempo de almacén

de las hojas sobre éstos y relacionarlo con la actividad antioxidante y antiinflamatoria
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4. HIPOTESIS

El secado y el tiempo de almacenamiento de las hojas de Hedeoma piperita es
determinante sobre el contenido de compuestos fendlicos y terpénicos en infusiones,

lo que se relaciona directamente con la actividad antioxidante y antiinflamatoria.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del secado y el tiempo de almacén de las hojas de Hedeoma
piperita sobre el contenido de compuestos fendlicos y terpénicos en infusiones, y su

relacion con la actividad antioxidante y antiinflamatoria.

5.1.1. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del secado y eltiempo de almacenamiento de las hojas de H.
piperita sobre el contenido de compuestos fendlicos y terpénicos, y la actividad
antioxidante.

2. Determinar la actividad antiinflamatoria de las infusiones de hojas de H. piperita
con mayor actividad antioxidante

3. ldentificar y cuantificar los principales componentes fendlicos y terpénicos de las
infusiones de hojas de H. piperita.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

[PI.A NTAS DE H. piperita ]

[ HOJAS FRESCAS ] p | » | HOJAS SECAS |C>
<

<+
[ INFUSIONES (0.1g/10 mL): 90°C, reposo de 30 min J
L
<1] { ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE }
DPPH ABTS
<+

ANALISIS DEL CONTENIDO TOTAL DE
ACIDOS FENOLICOS, FLAVONOIDES Y TERPENOS

<

SELECCION DE LAS INFUSIONES CON MAYOR
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

L

ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA AGUDA
CON APLICACION TOPICA EN RATAS MACHO WISTAR
Edema en pata

<

| |
| |
| J
[ ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA }
| J

CON ADMINISTRACION ORAL (30 DiAS} EN RATAS
MACHO WISTAR
Edema en pata

< =

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
MAYORITARIOS
(CG MASAS y HPLC)

Deshidratadas a 60° por 2 h,

almacenadas a 30, 60y 90

dias Temp. Ambiente < 60%
HR Oscuridad
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7. RESULTADOS

7.1. CAPITULO I. Influencia del secado y tiempo de almacén de hojas en
infusiones de Hedeoma piperita sobre la actividad antioxidante
y el contenido total de acidos fendlicos, flavonoides vy
terpenoides.

Resumen

El uso de plantas aromaticas y medicinales obedece a sus propiedades antioxidantes,
atribuidas a sus compuestos del tipo fendlico y terpénico principalmente. Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antioxidante de infusiones
de hojas de Hedeoma piperita, preparadas en fresco y secas después de un
tratamiento de almacenamiento de 30, 60 y 90 dias, para determinar la relacion de
esta propiedad con el contenido de &cidos fendlicos, flavonoides y terpenoides totales,
y con el periodo de secado. La capacidad antioxidante fue determinada por los
métodos DPPH y ABTS, obteniendo los mayores porcentajes en las infusiones de
hojas frescas con valores de 90% y 93%, respectivamente. Por el método de ABTS,
un porcentaje de 82% se obtuvo en las infusiones de hojas secas, almacenadas por
30 dias, y valores menores al 50% en las de hojas secas a 60 y 90 dias de
almacenamiento. El contenido de &cidos fendlicos, flavonoides y terpenoides se
determinaron por técnicas espectrofotométricas. Se obtuvo una relacion directa con la
alta actividad antioxidante y el contenido de acidos fendlicos y flavonoides, ya que las
infusiones de hojas frescas mostraron la mayor cantidad con 0.25 pmoles EAG/mg p.f.
y 7.69 pmoles EQ/mg p.f. El contenido de terpenoides totales en las infusiones de
hojas secas (30 dias) mostraron mayor contenido (18.75 mg Eq. Pulegona/g peso). El
tiempo de almacenamiento de las hojas secas, tuvo un efecto de disminucién tanto de
la actividad antioxidante como del contenido de acidos fendlicos y flavonoides totales.

Palabras clave: ABTS, DPPH, Hedeoma piperita, plantas medicinales, tabaquillo.
Abstract

The use of aromatic and medicinal plants is due to its antioxidant properties, attributed
to compounds mainly phenolic and terpenoid. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the antioxidant activity of Hedeoma piperita leaf infusions prepared in fresh
and dry after a storage treatment of 30, 60 and 90 days, to determine the relationship
of this property with the content of total phenolic acids, flavonoids and terpenoids, with
the period of storage. The antioxidant capacity was determined by the DPPH and ABTS
methods, obtaining the highest percentages in infusions of fresh leaves with values of
90% and 93%, respectively. By the ABTS method, a percentage of 82% was obtained
in infusions of dried leaves, stored for 30 days, and values less than 50% in those of
dried leaves at 60 and 90 days of storage. The content of total phenolic acids,
flavonoids and terpenoids were determined by spectrophotometric techniques, finding
a direct relationship with the high antioxidant activity, since infusions of fresh leaves
showed as much with 0.25 pmoles EAG/mg w.f., 7.69 pmoles EQ/mg w.f. With the
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method of total terpenoids, infusions of dried leaves (30 days) showed the highest value
of total terpenoids (18.75 mg Eg. Pulegona / g weight). Moreover, the time of storage
of dry leaves, had a decreasing of antioxidant activity and of total phenolic acids and
flavonoids.

Keywords: ABTS, DPPH, Hedeoma piperita, medicinal plants, “tabaquillo”.

Introduccion

Desde la antigliedad, las plantas aromaticas y medicinales han formado parte de
nuestra herencia cultural y actualmente los estudios de éstas han tomado un gran auge
en la etnobotanica, fitoterapia y en la fitoquimica, debido a su empleo con fines
curativos (Leiva y Leyva, 2012). Las propiedades medicinales son atribuidas
principalmente a la gran cantidad de compuestos que sintetizan; varios de estos
guimicos son metabolitos secundarios con actividad antioxidante, que les permite
disminuir los efectos negativos del estrés oxidativo asociado con enfermedades
cronico degenerativas, como la diabetes, la hipertensién y el cancer, entre otras
(Kolewe, 2008; Zarate et al., 2008).

Ciertos metabolitos derivados de las plantas medicinales tienen la capacidad de
reducir o inhibir la formacion de radicales libres, actuando como antioxidantes (Kumar
et al.,, 2004; Fernandez-Ginés et al., 2005). Un antioxidante es toda sustancia que
encontrandose a bajas concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable,
retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato (Halliwell 1999). Estos son
clasificados de acuerdo a las rutas biosintéticas de las que derivan y se clasifican
principalmente los acidos fendlicos y polifenoles, los terpenos y esteroides, y los
alcaloides (Bourgaud et al., 2001).

Entre los fitoquimicos con mayor capacidad antioxidante se sefialan a los de tipo
fendlico como los acidos fendlicos simples (ej. acido elagico, acido galico) y los
polifenoles como los taninos y los flavonoides (Bernardi et al., 2008). Este tipo de

compuestos estan ampliamente distribuidos en las plantas y son utilizados en la
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actualidad en el campo de la nutricion, salud y en la medicina. Por su estructura
guimica y actividad antioxidante son utilizados como potentes antiinflamatorios,
anticancerigenos y antimicrobianos (Fernandez-Giusti et al., 2014. Algunos acidos
fendlicos como el cafeico y el rosmarinico, que se encuentran en infusiones de
manzanilla y hierbabuena, respectivamente, son responsables de una alta actividad
antioxidante (Fecka y Turek, 2008; Mufioz-Veladzquez et al., 2012). Diversos tipos de
flavonoides como la quercetina y la rutina, presentes en hojas de Hypericum
perforatum (Hypericaceae) son responsables tanto de la capacidad antioxidante como
de la antiinflamatoria (Sosa et al., 2007).

Por otro lado, los terpenos, compuestos que son comercialmente importantes por su
uso como aromas Yy fragancias en las industrias alimentaria y cosmética, también
tienen importancia medicinal por sus propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antiulcerosas, antimalariales y antimicrobianas (Miguel, 2010; Garcia y Carril, 2011).
El eugenol, timol, p-cimeno, linalol y B-cariofileno, son compuestos terpénicos con
efecto antioxidante producidos en diversas plantas aromaticas como el clavo (Eugenia
caryophyllus) (Singh et al., 2009), albahaca (Ocimum basilicum), tomillo (Thymus
vulgaris) (Hussain et al., 2008) y manzanilla (Matricaria chamomilla) (Roby et al.,
2013).

Las infusiones o extractos etandlicos de especies de Lamiaceae como Hedeoma
multiflorum, Hypericum perforatum, Hyptis verticillata, Satureja y Thymus vulgaris,
presentan actividad antioxidante debido a sus compuestos tanto fendlicos como
terpénicos (Dade et al., 2009; Feriotto et al., 2018; Pellegrini et al., 2018). La
composicién del contenido de todos estos compuestos en las plantas medicinales, esta
definida por diversos factores entre los que se incluyen las condiciones de cultivo,
fenologia de la planta, asi como el secado y el tiempo de almacenamiento de las

plantas o las partes de éstas (Barboza et al., 2006).

Existen diferentes métodos de evaluacién de antioxidantes, los mas utilizados son los
métodos de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) y el de ABTS (&cido 3-etilbenzotiazolina-

25



6-sulfénico) (Roginsky y Lissi, 2005; Miguel, 2010). Ambos presentan una excelente
estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias segun la
polaridad de los extractos 0 componentes de éstos. El ABTS decolora en la presencia
de antioxidantes (compuestos fendlicos, carotenoides y otros) (Moon y Shibamoto,
2009), este ensayo mide la capacidad antioxidante total, tanto lipofilico como de
sustancias hidrofilas, mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico
(Arnao, 2000; Arnous et al., 2002). El radical ABTS tiene, ademas, la ventaja de que
Su espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio
alcohdlico, mientras que el DPPH presenta un pico de absorbancia a 515 nm (Kim et
al., 2002).

Debido al gran nimero de plantas arométicas utilizadas en nuestro pais, es necesario
realizar investigaciones dirigidas a aquellas menos estudiadas de importancia en la
medicina tradicional, de las que se desconoce la actividad antioxidante y los
compuestos responsables de ésta. Es también importante demostrar sus propiedades
para las que se usan, sobre todo en enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo, ademéas de determinar la influencia en esta propiedad de ciertos factores
como el tiempo de almacenado (secado) de las plantas o las partes que de éstas se

utilizan.

En la presente investigacion, se realizaron estudios con Hedeoma piperita Benth.
(tabaquillo), una planta herbacea perenne, aromatica, con una altura de hasta 25 cm,
su periodo vegetativo es entre los meses de agosto a octubre por lo que es utilizada
tanto en fresca como en seco. Es considerada como medicinal en la meseta
Purépecha (Michoacéan), utilizada como infusion para combatir trastornos digestivos
(Santos, 2014), de la que se desconocen sus propiedades antioxidantes, los
compuestos responsables, asi como sus variaciones en esta propiedad durante el
secado y almacenamiento de la planta. El objetivo general fue evaluar la actividad
antioxidante de las infusiones de hojas preparadas en fresco y después de un
tratamiento de secado, para determinar la relacion de esta propiedad con el contenido

de compuestos fendlicos, flavonoides y terpenoides.
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Materiales y métodos

Material biolégico

Se utilizaron plantas de Hedeoma piperita Benth. colectadas en el mes de noviembre
de 2018, en el Municipio de Zacapu, Michoacan (19°49'00"N 101°47'27"0) en la época
de crecimiento vegetativo. Las plantas se confirmaron taxonémicamente por la M.C.
Berenice Farfan Heredia de la Universidad Intercultural Indigena de Michoacén,

Pichéataro.

Obtencion de las infusiones

Se obtuvieron infusiones de hojas tanto de materia fresca y seca, de H. piperita. El
tratamiento de secado consisti6 en almacenarlas en oscuridad, con una humedad
relativa (HR) menor al 60% y a temperatura ambiente, por 30, 60 y 90 dias previo a la
obtencién de las infusiones. Las infusiones se prepararon colocando 0.05 g de hojas
por 2.5 mL de agua en ebullicion durante 30 minutos. Posteriormente las infusiones
fueron filtradas para separar la materia y se agregé 2.5 mL de etanol quedando todas

a una concentracion de 5 mg/mL.

Determinacion de la actividad antioxidante

Actividad captadora de radicales libores DPPH. La actividad captadora de radicales
libres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de las infusiones se realizd6 de acuerdo a lo
descrito por Karamac¢ et al., (2005) a una concentracion 1 mg/mL. Se mezclé 1mL de
DPPH en etanol (0.5 mmol/L) con 100 yL de cada muestra. Después de 20 minutos de
incubacién, la absorbancia se midi6 a 517 nm con un espectrofotometro de luz
ultravioleta (UV/VIS VELAB-VE51000UV). Los resultados se muestran como el
porcentaje de la capacidad de eliminacion de radicales libres (actividad antioxidante),

calculado segun la siguiente ecuacion.
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. o (Ablanco - Amuestra)
Actividad antioxidante (%) = x100
Ablanco

Donde Amuestra es la absorbancia del DPPH mezclado con cada infusion y Ablanco

es la absorbancia del DPPH, en donde la muestra ha sido reemplazada con metanol.

Actividad antioxidante equivalente Trolox® (TEAC), método ABTS. La determinacién
de la actividad antioxidante equivalente en Trolox (TEAC) se evalu6 utilizando el
método del acido 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS, por sus siglas
en inglés) descrito por Arnao et al. (2001) a concentraciones de 1 mg/mL. Se
mezclaron 100 pL de cada muestra con 1900 pL de la solucion del radical ABTS. La
absorbancia se midié después de 7 min a una A de 737 nm con un espectrofotometro
de luz ultravioleta (UV/VIS VELAB-VE51000UV). Los resultados se muestran como

porcentaje de actividad antioxidante, calculado con la siguiente ecuacion.

. o (Ablanco - Amuestra)
Actividad antioxidante (%) = x100
Ablanco

Donde Amuestra es la absorbancia del ABTS mezclado con la infusién y Ablanco es
la absorbancia del ABTS en donde la muestra ha sido reemplazada con metanol. En
cada uno de los métodos, el antioxidante sintético butil hidroxitolueno (BHT) se utilizd

como control de comparacion a una concentracion de 1 mg/mL.

Determinacion de la concentracion inhibitoria media (ICso). Se calculd la I1Cso (ug de
sélido soluble/mL) para los métodos ABTS y DPPH, un valor que corresponde a la
concentracion del extracto que reduce en un 50% la absorbancia de una solucion
metandlica de ABTS Y DPPH. Los célculos se obtuvieron, realizando una curva de

calibracion en concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 0.75y 1.0 mg/mL (Anexos 1.1y 1.2).
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Determinacion de compuestos bioactivos

Las infusiones tanto de hojas frescas como secas de H. piperita fueron analizados para

la determinacién de acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides totales.

Acidos fendlicos totales. El contenido de &cidos fendlicos totales se determiné en
las infusiones tanto de hojas frescas como secas de H. piperita, utilizando el método
de Folin-Ciocalteu (Schwarz et al., 2001). Este consistié en mezclar 100 pL de cada
muestra con 750 pL de la solucion de Folin-Ciocalteu, preparada 1:10 con agua estéril.
Las mezclas se dejaron reposar por 60 min a temperatura ambiente y en oscuridad,
para finalmente obtener las lecturas de absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro
(UV-Vis VELAB-VE51000UV). Los resultados se muestran en umoles equivalentes de
acido galico por miligramo de peso fresco (umoles Eq.EAG/mg p.f.), los cuales se
obtuvieron a través de una curva de calibracibn que se prepar6 usando
concentraciones de acido galico como estandar entre 0 y 1 pumoles (anexo 1.3a),

mediante la siguiente ecuacion.

Absorbancia + 0.0016
6.1652

[Acido gélico] =

Determinacion de flavonoides totales. El contenido de flavonoides totales se
determind por la técnica de Kim et al. (2002), que consistiéo en mezclar 10 puL de cada
muestra (infusiones de hojas frescas y secas de H. piperita) con 490 pL de metanol,
sometiendo la mezcla a agitacion en vortex, para posteriormente agregar 1 mL de
metanol, 100 pL de cloruro de aluminio al 10% y 100 pL de acetato de potasio al 1 M.
Las muestras se sometieron a agitacion en vortex y se dejaron reposar por 30 min en
oscuridad, para finalmente obtener las lecturas de absorbancia a 415 nm en un
espectrofotometro (UV-Vis VELAB-VE51000UV). La cuantificacion se obtuvo mediante
una curva de calibracion que se realizé con quercetina, con un rango de concentracion
de 0 a 100 umoles (anexo 1.3b). Los resultados se presentaron en equivalentes de
pumoles de quercetina/mg peso fresco (umoles EQ mg p.f.), mediante la siguiente

ecuacion.
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Absorbancia + 0.0114
0.016

Determinacion de terpenoides totales. La determinacion de terpenoides totales de

[Quercetina] =

las infusiones de hojas frescas y secas de H. piperita fueron analizados por el método
de Ghorai (Ghorai et al., 2012), que consisti6 en mezclar 1 mL de cada muestra
(infusiones de hojas frescas y secas de H. piperita) con 3 ml de cloroformo, sometiendo
la mezcla a agitacion en vortex, para posteriormente agregar 200 pL de acido sulfarico
y se dejaron reposar durante 1 hora, para finalmente obtener las lecturas de
absorbancia a 558 nm en un espectrofotdmetro (UV-Vis VELAB-VE51000UV). Se

realizé una curva de calibracion con pulegona a 1, 10, 50 y 100 mg/mL (Anexo 1.4).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3) y se
procesaron mediante un andlisis de varianza de una via; las medias se compararon

con la prueba de Tukey con un nivel de significacion de p<0.05.

Resultados y discusion

La actividad antioxidante de infusiones de hojas de H. piperita, frescas y secas (30, 60
y 90 dias de almacenamiento) determinada por los métodos DPPH y ABTS, fueron
expresados como el porcentaje de la actividad antioxidante y se compararon con el

producido por el BHT (Figura 4).

Con el método DPPH, la infusion realizada con hojas frescas de H. piperita, mostré la
actividad antioxidante mas alta con un 90% de captacién de radicales libres, valor con
una alta diferencia significativa con los porcentajes observados en las infusiones de
hojas secas por 30, 60 y 90 dias (34.2%, 23.9% y 20.7%, respectivamente) (Figura
4A).
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Figura 4. Actividad antioxidante de infusiones de hojas de Hedeoma piperita
determinada en hojas frescas y secas (30, 60 y 90 dias de almacenamiento)
y del antioxidante sintético butil hidroxitolueno (BHT): A) Método DPPH; B)
Método ABTS. Las letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05,
n=3, prueba de Tukey).

Este porcentaje presentado por las hojas frescas, ademas de demostrar el alto
potencial antioxidante de las infusiones de H. piperita, se encontré que el proceso de
secado llevo a una disminucion hasta de un 56% en el potencial reductor durante los
primeros 30 dias de almacenamiento de las hojas, con una mayor pérdida de la
actividad a los 60 y 90 dias (Figura 4B). La actividad antioxidante presentada por el
extracto de las infusiones de hojas frescas fue incluso hasta tres veces mayor que la

captacion de radicales por el BHT, en un medio acuoso.

Los porcentajes de la actividad antioxidante de las infusiones tanto de hojas frescas
como secas de H. piperita, determinados por el método ABTS, fueron relativamente
altos, aunque la capacidad mayor fue observada en la infusién de hojas frescas con
un 93%, un valor similar al mostrado por el BHT (97%), aunque con diferencia
significativa con éste y con las infusiones de hojas sometidas a secado por 30, 60 y 90

dias, en las que se obtuvo un 82%, 73% y 69.3%, respectivamente (Figura 4B).
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El método de captura del radical DPPH es el mas utilizado para determinar la actividad
antioxidante de extractos herbales o de infusiones de plantas medicinales aromaticas,
midiendo el potencial de inactivacion de dicho radical en medio acuoso (Hseu et al.,
2008). Es por eso que se ha utilizado para infusiones de diversas plantas aromaticas
medicinales como orégano (Origanum vulgare), tomillo silvestre (Thymus serpyllum),
la planta rica-rica (Acantholippia deserticola), sauzgatillo (Vitex agnus-castus) y de té
verde (Camellia sinensis), entre otras, con porcentajes de actividad antioxidante por
arriba del 80% (KuliSic et al., 2006; Morales et al., 2008; Aslantirk y Celik, 2013; Braud
et al., 2015). El que las infusiones de hojas frescas de H. piperita hayan presentado
una actividad mas alta por este método que las realizadas con hojas secas, es
indicativo de mayormente la presencia de compuestos hidrosolubles o de alta
polaridad, que presumiblemente son los que disminuyen durante el tiempo de secado
(Figura 4A).

La ICso obtenida para las infusiones de hojas frescas de H. piperita para DPPH fue de
0.47 mg/mL, un valor que también ha sido reportado para infusiones de diversas
plantas como Cotula cinerea (0.49 mg/mL), Zizyphus lotus (0.46 mg/mL) y Marrubium
vulgare (0.38 mg/mL) (Bakchiche et al., 2018). Aunque algunos extractos vegetales
tienen una ICso menores como el de albahaca (Ocimum basilicum) que llega a valores
de hasta 0.02 mg/mL (Bakchiche et al., 2018), este valor puede ser considerado de

Optima actividad antioxidante.

El ABTS es otro de los métodos mas utilizados para determinar la capacidad de un
antioxidante, también es un método practico, rapido, de elevada sensibilidad y muy
estable (Arnao, 2000), que a diferencia del DPPH, principalmente indica la captura de
radicales tanto de compuestos de naturaleza hidrofilica como lipofilica (Antolovich et
al., 2002). La actividad antioxidante presentada por las infusiones de hojas de H.
piperita determinada por este método, indica la presencia tanto de compuestos polares
y de polaridad intermedia (Kuskoski et al., 2005). La ICso con este método fue menor
gue la calculada para DPPH, con 0.35 mg/mL, valor que concuerda con lo reportado
para infusiones de Chenopodium botrys (ICso de 0.53 mg/mL) (Ullah et al., 2017).
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Debido a la naturaleza acuosa de las infusiones, éstas se componen principalmente
de compuestos tanto de polaridad alta como intermedia, como &cidos fendlicos,
flavonoides, polifenoles y algunos de tipo terpénico (Miguel 2010; Torres-Martinez y
Salgado-Garciglia, 2014), que son responsables muchos de ellos de la actividad
antioxidante (Mufioz-Velazquez et al., 2012; Ambriz-Pérez et al., 2016). Debido a esto,
las infusiones de hojas de Hedeoma piperita muestran actividad antioxidante tanto con
DPPH como con ABTS, con el primer método por la presencia de compuestos solubles
en agua como los &acidos fendlicos y con el segundo, debido al contenido de

compuestos de polaridad intermedia como algunos flavonoides o terpenos.

Con ambos métodos de deteccion de la actividad antioxidante, se mostré que el
proceso de secado de las hojas de H. piperita (almacenamiento por 30, 60 y 90 dias)
afectd dicha propiedad, disminuyendo la captacion de radicales libres. Por lo tanto,
estos resultados sugieren que durante el secado o almacenamiento de las hojas por
30 dias, los compuestos que le confieren la actividad antioxidante a las infusiones de
hojas fresca, se degradan o se pierden por lixiviacion o volatilizacion.

Lo anterior es respaldado por lo reportado para infusiones de Hypericum perforatum,
en las que el secado caus6 una reduccion en el contenido de gran parte de los
metabolitos analizados y por lo tanto una disminucion en la actividad antioxidante
(Mejia et al., 2007). Sin embargo, el secado en otras plantas, no afecta la actividad
antioxidante ni el contenido de los compuestos activos, como en hojas de Lippia alba
(Diniz y Santarém, 2007), por lo que depende de la sensibilidad quimica de los

componentes.

Contenido total de acidos fendélicos, flavonoides y terpenoides

El contenido de fenoles totales de las diversas infusiones de H. piperita, oscilé entre

los 0.01 y 0.25 pmoles EAG/mg p.f., siendo la infusion de hojas frescas la que present6
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el mayor contenido y mostré la diferencia significativa en comparacion a los demas

tratamientos (Figura 5A).
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Figura 5. Contenido de acidos fendlicos totales (A), flavonoides totales (B) y
terpenoides totales (C) de infusiones de hojas de Hedeoma piperita, frescas
y secas (30, 60 y 90 dias de almacenamiento) expresado en umoles de
Acido Galico/mg peso fresco (A=725 nm), ymoles de Quercetina/mg peso
fresco (A=415 nm) y mg Eq. Pulegona/g peso (A=538 nm), respectivamente.
Las letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05, n=3, prueba de
Tukey).

Los resultados de las infusiones de hojas frescas de Hedeoma piperita, comparado

con lo reportado en las infusiones de manzanilla en diferentes marcas de té, de
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acuerdo a Mufioz-Velazquez et al. (2012), se encuentran por debajo de los resultados
obtenidos (66.72 y 69.28 ug eq. AG/mL). Sin embargo, el contenido de fenoles fue
similar a lo reportado en él té verde y el té negro (Moraes-de-Souza et al., 2008).

El contenido de flavonoides también fue mayor en la infusion de hojas frescas de H.
piperita, con valor de 7.69 umoles EQ/mg p.f., encontrando diferencia significativa con
los valores de las infusiones de hojas secas con 30, 60 y 90 dias de almacenamiento,

con un contenido menor a los 6.5 pmoles EQ/mg p.f. (Figura 5B).

Los resultados de flavonoides de infusiones de hojas frescas mostraron similitud con
infusiones de arnica (Mufioz-Velazquez et al., 2012) y su contenido se encuentra por
encima de lo reportado por Padilla et al. (2018), quienes obtuvieron valores de 194 mg
EQ/taza de bebida para té, en cuatro infusiones diferentes (té negro, té verde y

manzanilla).

A diferencia a lo obtenido con el método establecido para la determinacion del
contenido de terpenoides totales, las infusiones de hojas secas (30 dias) mostraron el
mas alto valor con un 18.75 mg Eq. Pulegona/g peso (Figura 5C) mostrando diferencia
significativa a los valores encontrados en las infusiones de hojas frescas y con 60 y 90
dias. Debido a la carencia de una cuantificacion total de terpenos totales sobre el
género Hedeoma la comparacién con los datos obtenidos en el presente trabajo es
dificil. Sin embargo, existen investigaciones en Salacia oblonga donde el contenido de
terpenos reportado es de 96.2 mg/g, mayor a lo obtenido en infusiones de hojas secas
(30 dias) de Hedeoma p. (Malar, 2017). Posteriormente, los terpenos mayoritarios
seran identificados y cuantificados por el método de cromatografia de gases acoplado

a espectrometria de masas.

Conclusiones

El tiempo de almacén de las hojas secas de Hedeoma piperita tuvo un efecto sobre la

disminucién en la actividad antioxidante de las infusiones, siendo las infusiones de
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hojas frescas y secas almacenadas por 30 dias las que mostraron mayor actividad,
encontrando una relacion directa como el mayor contenido tanto de acidos fendlicos,

flavonoides y terpenoides totales
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7.2. CAPITULO II. Determinacion del efecto antiinflamatorio de las infusiones de
hojas frescas y secas de Hedeoma piperita en un modelo
experimental de edema en pata de rata inducida por
carragenina e identificacion y cuantificacion de compuestos
bioactivos.

Resumen

Hedeoma piperita (Hierba de Santo Domingo) se utiliza como infusiones de las hojas
en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de algunas enfermedades. Sin
embargo, no existen estudios sobre las propiedades antiinflamatorias de éstas y se
desconoce si hay diferencias de esta actividad entre hojas frescas y secas, asi como
el tiempo de almacenamiento. El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto
antiinflamatorio de las infusiones de hojas frescas y secas almacenadas por 30 dias
de H. piperita, ya que éstas mostraron una alta actividad antioxidante y un mayor
contenido de compuestos bioactivos como acidos fendlicos, flavonoides y terpenoides
(Capitulo I). Asi mismo, se identificaron y cuantificaron los principales compuestos de
tipo terpénico y fendlicos por técnicas cromatograficas (CG-EM y HPLC,
respectivamente). Las infusiones se prepararon con 20 g de hojas de H. piperita en 1
L de agua a 90 °C durante 10 minutos en un recipiente cerrado. La determinacion del
efecto antiinflamatorio mediante la administracion tépica, fue realizada por el método
adaptado de edema de pata inducido por carragenina en ratas macho Wistar. Los
tratamientos se administraron a dosis de 0.1, 1 y 10 mg/kg y se midi6 el tamafio del
diametro (base plantar al empeine) de la pata mediante un micrometro manual. La
actividad antiinflamatoria de las infusiones de hojas de H. piperita fue dependiente del
secado de las hojas (frescas y secas) y de las dosis (0.1, 1 y 10 mg/kg), ya que las
infusiones de hojas secas (30 dias de almacén) de H. piperita mostraron una mayor
actividad antiinflamatoria que las infusiones de hojas frescas, con una dosis de 10
mg/kg, con un porcentaje de actividad antiinflamatoria maximo de 77%, un efecto
similar al que produce el ibuprofeno a las 24 h (78.8%). La determinacién del efecto
antiinflamatorio con tratamiento oral, se realizé con la administracion de las dosis de
mayor efecto antiinflamatorio por administracion tépica durante 28 dias en las ratas
macho Wistar. Los resultados muestran un efecto antiinflamatorio de 76 y 83% con la
administracion oral de las infusiones de hojas frescas y secas de H. piperita en una
dosis de 10 mg/kg. Tanto en las infusiones de hojas frescas como secas, se observé
un contenido similar de compuestos terpénicos, encontrando la pulegona, mentol y
mentona, como los monoterpenos mayoritarios; en infusiones de hojas frescas fue
mayor el contenido de compuestos fendlicos que en hojas secas, con acido galico y
catequina como los mayoritarios. Estos resultados sugieren que €stos compuestos son
responsables de la actividad antiinflamatoria.

Palabras clave: Infusiones de hojas, carragenina, inflamacion, hierba de Santo
Domingo.
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Abstract

Hedeoma piperita (Hierba de Santo Domingo) is used as leaves infusions in traditional
Mexican medicine for the treatment of some diseases. However, there are no studies
on the anti-inflammatory property and it is unknown if there is difference in this activity
between fresh and dried leaves, as well as the storage time. The objective of the
present study was to determine the anti-inflammatory effect of infusions of fresh and
dried leaves stored for 30 days of H. piperita, since they showed a high antioxidant
activity and a higher content of bioactive compounds such as total phenolic acids,
flavonoids and terpenoids (Chapter I). The main terpene and phenolic compounds were
also identified and quantified by chromatographic techniques (GC-MS and HPLC,
respectively). The infusions of H. piperita were prepared with 20 g leaves in 1 L of water
at 90 °C for 10 min in an enclosed container. The anti-inflammatory effect was
performed for topical administration in the adapted method of carragenin-induced leg
edema in Wistar rats, the treatments were administered at a dose of 0.1, 1 and 10
mg/kg and the diameter size was measured (plantar base at the instep) of the leg using
a manual micrometer. The anti-inflammatory activity of leaf infusions of H. piperita was
dependent on the drying of the leaves (fresh and dried) and dose-dependent (0.1, 1
and 10 mg/kg). The infusions of the leaves (30 days’ store) of H. piperita showed higher
anti-inflammatory activity that infusions of fresh leaves, with a dose of 10 mg/kg, with a
maximum percentage of anti-inflammatory activity of 77%, an effect similar to that
produced ibuprofen at 24 h (78.8%). The oral treatment, was performed with the
administration of doses with the highest anti-inflammatory effect by topical
administration, during 28 days in male Wistar rats. The results show an anti-
inflammatory effect of 76 and 83% with oral administration with oral administration of
both the infusions of fresh and dried leaves of H. piperita at a dose of 10 mg/kg.
Infusions of fresh and dried leaves, present similarity in the content of terpenic
compounds, the major monoterpenes were pulegone, menthol and menthona. The
infusion of fresh leaves had a higher content of phenolic compounds than that of dried
leaves, with gallic acid and catechin being the main phenolic compounds. The results
suggest that these compounds are responsible for anti-inflammatory activity

Keywords: Leaf infusions, carrageenan, inflammation, Santo Domingo herb.

Introduccion

La actividad antiinflamatoria de compuestos fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides)
y de terpenos, esta relacionada con el estrés oxidativo y la inflamacion. Un incremento
de las especies reactivas tanto de oxigeno (ERO) como de nitrégeno (ERN), activan
vias de sefializacion relacionadas con la inflamacién, como la activacion del factor de

transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) que controla la transcripcion de genes que
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codifican la expresion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-2, IL-8, TNF-a),
guimiocinas y otras proteinas implicadas en la fase aguda de procesos inflamatorios
(Choi et al., 2003; Seo et al., 2008).

Ademas, se ha comprobado que el estrés oxidativo produce un aumento de enzimas
implicadas en la liberacién de citocinas proinflamatorias como las ciclooxigenasas
(COX-1y COX-2) y la lipoxigenasa (LPO) (Fan et al., 2008). Diversas moléculas con
actividad antioxidante suprimen o disminuyen la expresién de estas enzimas en
estudios con modelos in vitro (lineas celulares de cancer) e in vivo (modelos de
inflamacién y diabetes). La quercetina, uno de los flavonoides principales de las
infusiones del té negro (Camelia sinensis) suprime la expresion de la COX-2 en las

células de cancer de colon (Lu et al., 2000).

Diversos metabolitos secundarios producidos por las plantas medicinales, poseen
tanto actividad antioxidante como antiinflamatoria. Los componentes activos de la
manzanilla (Chamaemelum nobile) tales como los terpenoides (bisabolol, matricina,
chamazuleno) y los flavonoides (apigenina, luteolina), poseen efectos antiinflamatorios
y calmantes en pacientes con diversas dermatosis inflamatorias (Merfort et al., 1994).
Esta actividad, recientemente se ha relacionado con el efecto sobre los mediadores de
la inflamacion, un ejemplo de ello son los efectos antioxidantes de las infusiones de la
manzanilla (Chamaemelum nobile), de salvilla (Buddleia scordioides) y del laurel
(Listea glaucescens), que se ha relacionado directamente con la disminucién de NF-
kKB, COX-2, TNF-a, e IL-8 (Herrera-Carrera et al., 2015). Asi mismo, algunos
flavonoides presentes en el cacao (Theobroma cacao) y el té verde (Camelia sinensis)
han demostrado modular los mediadores de la inflamacion, como la IL-6 en el plasma
sanguineo, por lo que se recomienda el consumo de estos productos (Stote et al.,
2012).

Uno de los principales modelos de experimentacion para estimar la inflamacion en fase
aguda es el modelo de edema subplantar en ratas inducido con carragenina. Este

modelo permite cuantificar, de manera sencilla y reproducible, dos parametros
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caracteristicos de la inflamacion como lo es el edema y la extravasacion de plasma al
inducir una inflamacion aguda localizada en la pata del animal, tras la administracion
de carragenina por via subplantar (Winyard y Willoughby, 2003). La carragenina al ser
un polisacérido sulfatado formado por unidades de galactosa y de anhidrogalactosa,
produce una respuesta edematogénica, que desencadena vias inmunitarias innatas
de la inflamacion y promueve la produccién de mediadores inflamatorios como los
tromboxanos, prostaglandinas e histamina, entre otras moléculas relacionadas con la

inflamacion (Vazquez et al., 2015).

En el presente capitulo se presenta el método de estandarizacion de inflamacién
aguda en pata de ratas Wistar Macho, inducida con carragenina, con el que se
determino el efecto antiinflamatorio tanto por administracion topica como oral, de las
infusiones de hojas de Hedeoma piperita, frescas y secas con un tiempo de almacén
de 30 dias, las que mostraron un mayor contenido de compuestos activos y alta

actividad antioxidante (Capitulo 1).

Materiales y métodos

Material biolégico

Plantas. Se utilizaron plantas de Hedeoma piperita Benth. cultivadas por 60 dias en
condiciones de invernadero del laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo.

Animales. Se utilizaron Ratas Wistar macho con un peso promedio de 350 g. Los
animales fueron alojados y aclimatados con ciclos de 12 h luz/oscuridad, con alimento
controlado y agua ad libitum, siguiendo las recomendaciones de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio).
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Obtencién de las infusiones

Se obtuvieron infusiones de hojas tanto de materia fresca y seca, de H. piperita. El
secado de las hojas se realiz6 en un deshidratador comercial marca Mey key durante
2 h a 60°C y fueron almacenadas por 30 dias en oscuridad, con una humedad relativa
(HR) menor al 60% y a temperatura ambiente. Las infusiones se prepararon colocando
0.05 g de hojas por 2.5 mL de agua, equivalente a 5 g/250 mL, en agua a temperatura
de ebullicién, las que se cubrieron y se dejaron reposar por 30 min. Posteriormente,
las infusiones fueron filtradas para separar el material vegetal, preparandolas a una
concentracion de 10 mg/mL, las que se almacenaron en condiciones de congelacion

(-4° C) hasta su analisis.

Establecimiento del método de edema inducido por carragenina

Con el propdsito de determinar la concentracidén de carragenina para lograr una 6ptima
inflamacion, se administraron tres dosis (1, 2 y 3%, en una disolucién de NaCl 0.9%)
en dos volumenes (25 y 50 pL) (n=3). La carragenina se administré por via subcutanea
en la pata trasera derecha. El tamafio del diametro (base plantar al empeine) de la
pata fue medido antes de la administracion de la carragenina y después de 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8y 24 h, mediante un micrometro manual (Mitutoyo™). El tamafio promedio de
la pata de las ratas en estudio fue de 3.5 mm.

Método para determinar el efecto antiinflamatorio

Determinacion del efecto antiinflamatorio con tratamiento topico. Para la
determinacién del efecto antiinflamatorio mediante la administracion topica, se uso el
método adaptado de edema de pata inducido por carragenina (Winter et al.,1962),
administrando 50 pL de carragenina al 1%, segun los resultados del apartado anterior.
Se utilizaron 8 grupos de ratas (n=5) (Cuadro 4), a las que se les aplicaron las
infusiones de hojas frescas y secas (almacenadas por 30 dias) de H. piperita en las
dosis de 0.1, 1 y 10 mg/kg, agua y e ibuprofeno (25 mg/kg), con administracién tépica
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a las 4 h de la induccién de la inflamacién, ya que a este tiempo se obtuvo la

inflamacion maxima.

La inflamacién se obtuvo determinando los cambios en el tamafio de la pata, medidos
con el micrémetro manual desde la hora inicial (4 h) y por 5, 6, 7 y 8 h posteriores,
presentandose los resultados como porcentaje de la actividad antiinflamatoria
determinada con la siguiete férmula:

mm de la extremidad a evaluar—mm de la extremidadsinsin inflamar

Actividad antiinflamatoria (%)= (1 -

) X100

mm que aumenta la extremidad durante la inflamacién méxima

Cuadro 4. Tratamientos para la determinacion del efecto antiinflamatorio con
tratamiento topico de las infusiones de hojas frescas y secas (almacenadas
por 30 dias) de H. piperita (n=5).

Grupos Tratamiento
1 Control negativo Agua
2 Control positivo Ibuprofeno 25 mg/kg

3 Dosis I: Infusion de hojas frescas 0.1 mg/kg de infusion
4 Dosis II: Infusion de hojas frescas 1 mg/kg de infusién
5 Dosis lllI: Infusidn de hojas frescas 10 mg/kg de infusion
6 Dosis I: Infusion de hojas secas 0.1 mg/kg de infusion
7 Dosis IlI: Infusion de hojas secas 1 mg/kg de infusion

8 Dosis Ill: Infusién de hojas secas 10 mg/kg de infusion

Determinacion del efecto antiinflamatorio con tratamiento oral. Para la
determinacion del efecto antiinflamatorio oral, se administré un volumen de 50 pL por
medio de una canula de las infusiones de hojas frescas y secas almacenadas por 30
dias de H. piperita durante 28 dias consecutivos, asi como de agua e ibuprofeno.
Posteriormente, el dia 29, se indujo la inflamacién por el método adaptado de edema

de pata inducido por carragenina (Winter et al.,1962).
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Se utilizaron 4 grupos de ratas (n=5) (Cuadro 5), a las que se les aplicaron las
infusiones de hojas frescas y secas (almacenadas por 30 dias) de H. piperita en las
dosis de 10 mg/kg, agua y e ibuprofeno (25 mg/kg), con administracion oral y se midi6
con un micrometro a partir de las 4 h (maxima inflamacién) alas 1, 2, 3, 4y 24 h, para

determinar la actividad antiinflamatoria con la férmula mencionada anteriormente.

Cuadro 5.Tratamientos para la determinacion del efecto antiinflamatorio con
tratamiento oral de las infusiones de hojas frescas y secas (almacenadas
por 30 dias) de H. piperita (n=5).

Grupos Tratamiento
1 Control negativo Agua
2 Control positivo (dosis) Ibuprofeno 25 mg/kg

3 Dosis I: Infusién de hojas frescas 10 mg/kg de infusion

4 Dosis IlI: Infusion de hojas secas 10 mg/kg de infusion

Cuantificacién e identificacién de compuestos terpénicos mayoritarios. La
identificacién y cuantificacion de los compuestos terpénicos se llevé a cabo por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), método
reportado por Torres-Martinez et al. (2014), realizado en el Laboratorio de Ecologia
Quimica del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad de la
UNAM, campus Morelia. Se inyectd un volumen de 1 pL de muestra en un
cromatégrafo de gases Agilent Technologies (7890A) equipado con un detector de
masas (Agilent 5975C), que oper6 utilizando helio como gas acarreador; con un flujo
de 1 mL/min; con inyeccion dividida (split 50:1), a una temperatura de 250 °C en una
columna capilar no polar HP 5MS (30 m x 0.25 mm I.D. x 0.25um Film) con las
siguientes condiciones: temperatura inicial de 50 °C; seguida por una rampa de 5 °C
min-1 para alcanzar 280 °C por 1 min; otra rampa de 25 °C min-1 para llegar a 380 °C,

hasta 3 min. El tiempo de corrida fue de 50 min. El espectrometro de masas funciono
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a una velocidad de flujo de 1 mL/min, con un voltaje de ionizacion a 70 eV, a una
temperatura de la interfase de 250 °C, en modo SCAN y en un intervalo de masas de
50-500 m/z.

La identificacion de los compuestos se llevo a cabo por comparacién de su espectro
de masas y el tiempo de retencion, de acuerdo a la base de datos espectrales
NIST/EPA/NIH, “Chem Station” Agilent Technologies Rev. D.04.00 2002). La
cuantificacion se realizé con el area bajo la curva de cada uno de los picos

correspondientes a los compuestos (Veldzquez-Becerra et al., 2013).

Cuantificacion e identificacion de compuestos fendlicos mayoritarios. El analisis
se realizé por la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC, por
sus siglas en inglés), utilizando el equipo HP 1090 Series Il, acoplado a una bomba de
separacion LPG-3400RS y de auto-inyeccion WPS-3000, con un detector rapido de
separacion con arreglo de diodos (DAD-3000RS). Los compuestos fendlicos fueron
separados mediante una columna HP C18 (4.6 x 150 mm; 5um) a una temperatura de
30 °C. Los datos, integracién de picos y calibracion, se analizaron con el software
Dionix Chromeleon (Version 6.80 RS 10).

Las condiciones del andlisis de muestras, consistio en una fase movil de acetonitrilo
(disolvente A), una solucion de acido acético a pH 3.0 (disolvente B) y metanol
(disolvente C), utilizando el siguiente programa de gradiente de elucion: 0 min,
5%A/95%B; 10 min, 10%A /80%B /10%C; 20 min, 20%A /60%B /20%C y 30 min,
100%A.; con un flujo de 1 mL/min y un volumen de inyeccion de 10 pL. La deteccion
se realizd con ultravioleta (UV) a una longitud de onda (A) especifico para compuestos
fendlicos: A 280 nm por 18.0 min con un cambio a A 320 nm y mantenida por 6 min,
finalmente se cambid a A 380 nm, dejando en un rango de 200 nm a 700 nm. Con estas
condiciones y longitudes de onda, se realizd la deteccion (identificacion) y
cuantificacion de acido cafeico, acido cumarico, acido galico, acido elagico, acido

vainillico, catequina, epicatequina, quercetina y rutina (Sigma-Aldrich, México).
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Cada compuesto fue preparado en una concentracion de 10 pg/mL y se mezclaron
para tener una solucion estandar, que después de preparada fue mantenida en
oscuridad a 5°C, utilizada como estandar para corroborar la identidad de cada
compuesto. La cuantificacion se obtuvo por comparacién de los picos obtenidos de
cada compuesto estandar, utilizando el tiempo de retencién y mediante curvas de
calibracion, establecidas con las areas de cada pico respectivas a cada concentracion.
Los datos se representan como la media + la desviacion estandar de analisis

independiente por triplicado.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + desviacion estdndar (n=5) y se
procesaron mediante un andlisis de varianza de una via; las medias se compararon
con la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05, usando el software
JMP.

Resultados y discusion

Establecimiento del modelo de inflamacién

El establecimiento del modelo de inflamacién con aplicacion subcutanea en la pata de
ratas macho Wistar, de 25 y 50 pL con tres concentraciones de carragenina (1%, 2%
y 3%), se establecio el volumen y la concentracién éptima para inducir un edema. Con
la aplicacion de 50 pL de carragenina al 1% se consiguié un volumen de inflamacion
de 7 mm; un valor considerado como el 100% de inflamacion, seleccionado como
optimo para determinar el efecto antiinflamatorio de las infusiones de hojas de H.
piperita; con 25 pL en cualquiera de las concentraciones de carragenina no se presento
la formacion del edema, por lo que el volumen de 50 pL fue elegido para la induccion,
ya que con éste se indujo el edema. Aunque con las tres concentraciones de
carragenina se observo la formacién del edema, con 2 'y 3% el volumen fue demasiado

alto (8-9 mm), por lo que fueron descartados ya que el modelo indica trabajar con un
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tiempo de inflamacion maxima de 3-4 h y un volumen de edema no mayor a 7 mm
(Figura 6) (Whiteley y Dalrymple, 1998; Kumar et al., 2004).
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Figura 6. Tamarno del edema (mm) en la pata de la rata inducida con carragenina (1,
2 y 3%) con administracion subcutanea de 25 y 50 uL, a partir de 1 h
después de la induccion. Los valores son presentados como promedio *la
desviacion estandar (n=3).

Efecto antiinflamatorio de las infusiones de hojas de H. piperita con tratamiento
topico

Para la determinacién del efecto antiinflamatorio topico de las infusiones de hojas de
H. piperita, tanto frescas como secas almacenadas por 30 dias, se obtuvieron los
valores del porcentaje antiinflamatorio, 4 h después de la induccion de la inflamacion,
el diametro de la pata inyectada fue medido a las 4, 5, 6, 7, 8 y 24 h y se compard con
el efecto ejercido con los tratamientos control (agua) e ibuprofeno (25 mg/kg). La dosis
de ibuprofeno se seleccion6 debido a que a las 8 h mostré una maxima inhibicion de

la inflamacion con un 78.8%, que se mantuvo hasta las 24 h de la medicion.
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Los resultados muestran un efecto antiinflamatorio dependiente de la dosis de las
infusiones tanto de las hojas frescas como secas de H. piperita, ya que a una menor
dosis (0.1 mg/kg), los porcentajes de la actividad antiinflamatoria estuvieron en
intervalos de 30 — 38.9 % desde las 4 hasta las 24 h del ensayo, sin diferencias
significativas entre los tiempos de medicion y el tipo de infusiones. A las 24 h, las
infusiones de hojas secas a esta concentracion mostraron 38.5% de actividad
antiinflamatoria y las de hojas frescas un 30%, un efecto menor, 2 y 2.7 veces menos
al presentado por el ibuprofeno. Con la aplicacién de agua como tratamiento control,

la inflamacion se mantuvo en un 90% (Figura 7A).

Con la dosis de 1 mg/kg, se obtuvo una respuesta antiinflamatoria similar al mostrado
con la dosis mas baja probada, no encontrando diferencias significativas entre el efecto
de las infusiones de hojas frescas con el de las hojas secas, aunque los porcentajes
de la actividad antiinflamatoria estuvieron en un intervalo de 44 - 55 %,
aproximadamente un 15% mas que con 0.1 mg/kg. A las 24 h, los valores fueron de
48% con hojas secas y 42% con hojas frescas, 1.6 y 1.8 veces menos que el efecto

del ibuprofeno a este tiempo de la medicion (Figura 7B).

Un efecto antiinflamatorio mayor fue obtenido con la aplicacion de las infusiones de
hojas frescas y secas, en la dosis maxima probada (10 mg/kg), encontrando
diferencias significativas entre ambos tipos de infusiones. Los porcentajes de actividad
antiinflamatoria de las infusiones de hojas frescas fluctuaron entre 50 — 60 %, sin
mostrar diferencias significativas en los diferentes tipos de la medicién (4-24 h),
aungue hubo un méximo de actividad a las 5 h con un 58% y una tendencia a disminuir
con el tiempo del tratamiento. El efecto antiinflamatorio fue menor al ejercido por el
ibuprofeno (Figura 7C). Sin embargo, las infusiones de hojas secas en la dosis de 10
mg/kg con un tiempo de almacén de 30 dias, mostraron un efecto antiinflamatorio
mayor que el presentado por las hojas frescas a esta misma dosis y con las infusiones

a las dosis de 0.1 y 1 mg/kg.
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El intervalo de los porcentajes de inflamacion fue de 63 — 77%, con un efecto
antiinflamatorio maximo desde las 5 h de la induccion de la inflamacion con un 73%,
el que se mantuvo con ligeros cambios hasta las 24 h, sin diferencias significativas,
aungue se observO una tendencia a aumentar la actividad a las 24 h, con un 77%,
valor similar al que produce el ibuprofeno a las 24 h (78.8%), con el que no hubo

diferencias significativas (Figura 7C).

Sin embargo, las infusiones de hojas secas en la dosis de 10 mg/kg con un tiempo de
almacén de 30 dias, mostraron un efecto antiinflamatorio mayor que el presentado por
las hojas frescas a esta misma dosis y con las infusiones a las dosis de 0.1 y 1 mg/kg.
El intervalo de los porcentajes de inflamacion fue de 63 — 77%, con un efecto
antiinflamatorio maximo desde las 5 h de la induccion de la inflamacion con un 73%,
el que se mantuvo con ligeros cambios hasta las 24 h, sin diferencias significativas,
aungue se observO una tendencia a aumentar la actividad a las 24 h, con un 77%,
valor similar al que produce el ibuprofeno a las 24 h (78.8%), con el que no hubo

diferencias significativas (Figura 7C).

Con estos resultados se demuestra que las infusiones de hojas secas (30 dias de
almacén) de H. piperita administradas de forma topica, mostraron la mayor actividad
antiinflamatoria con una dosis de 10 mg/kg, desde las 5 h de inducida la inflamacién y
con un porcentaje de actividad antiinflamatoria maximo de 77% a las 24 h, similar al

efecto producido por la aplicacién del antiinflamatorio comercial (78.8%).

51



B Hoja Fresca

8
>

W Hoja Seca

80 a

Actividad Antiinflamatoria (%)
S

a4 5 6 7 8 24 tbup Agua
horas 24 h
100 B W Hoja Fresca
90 )
a MHojaSeca
80

Actividad Antiinflamatoria (%)

4 5 6 7 8 24 bup Agua
horas 24 h
100 C W Hoja Fresca
90 M Hoja Seca

Actividad Antiinflamatoria (%)

4 5 6 7 8 24 ibup Agua
horas 24 h

Figura 7. Porcentajes de la actividad antiinflamatoria de infusiones de hojas frescas y
secas (almacenada por 30 dias) de H. piperita obtenidos con el modelo de
edema en pata de ratas macho Wistar inducido por carragenina (50 pL, 1%),
con la administracion tépica de 50 pL de tres dosis: A) 0.1 mg/kg; B) 1
mg/kg; C) 10 mg/kg. Se administré ibuprofeno (25 mg/kg) como control
positivo (lbup) y agua como control negativo. Letras distintas indican
diferencia significativa (Tukey, p<0.05, n=5).
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Efecto antiinflamatorio de infusiones de hojas de H. piperita con tratamiento oral

Para la determinacion del efecto antiinflamatorio con tratamiento oral de las infusiones
de hojas de H. piperita, frescas y secas almacenadas por 30 dias, administradas
durante 28 dias consecutivos, se obtuvieron los valores del volumen del edema en el
modelo de inflamacién en la pata de ratas macho Wistar inducido por carragenina (50
uL, 1%). Los resultados se presentan como porcentaje de la actividad antiinflamatoria
desde las 1, 2, 3, 4 y 24 h después de la inflamacién maxima (4 h) que se comparo

con el efecto ejercido con los tratamientos control (agua) e ibuprofeno (25 mg/kg).

Los resultados muestran un efecto antiinflamatorio por arriba del 59% en ambos
tratamientos. Con las hojas frescas, los porcentajes de la actividad antinflamatoria se
presentaron en intervalos de 59 — 76 %, mientras que con las hojas secas fueron del
62 al 83%; desde las 1 hasta las 24 h del ensayo, encontrando a las 24 h la mayor
actividad antiinflamatoria tanto de hoja fresca como de hoja seca con un 76% y 83%
de actividad antiinflamatoria, respectivamente; con un efecto mayor a lo obtenido con
el ibuprofeno y mostrando diferencias significativas entre el efecto alas 1, 2, 3y 4 h,
de igual manera que con los tratamientos controles. Con la aplicacion de agua como

tratamiento control, la inflamacion se mantuvo en un 90% (Figura 8).

Con estos resultados se demuestra que las infusiones de hojas frescas y hojas secas
(30 dias de almacén) de H. piperita mostraron la mayor actividad antiinflamatoria con
una dosis de 10 mg/kg, con un porcentaje de actividad antiinflamatoria maxima a las
24 h después de ser inducida la inflamacién, mayor al efecto producido por la
aplicacion del antiinflamatorio comercial, el que mostr6 solo un 60% de actividad

antiinflamatoria (Figura 8).

Los valores de los porcentajes de la actividad antiinflamatoria de los extractos
vegetales son dependientes de la especie de la planta, de la parte, de la edad, de la
fenologia y de las condiciones de cultivo y almacén de ésta, asi como de la dosis en
gue se aplican (Barboza et al., 2006). En plantas de poleo (Lippia alba), la actividad
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antioxidante y antiinflamatoria fue mayor con las hojas secas que con las frescas,

encontrando un alto contenido de los componentes principales en las hojas secas
(Ospina et al., 2016).
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Figura 8. Porcentajes de la actividad antiinflamatoria de las infusiones de hojas
frescas y secas (almacenada por 30 dias) de H. piperita obtenidos con el
modelo de edema en la pata de ratas macho Wistar inducido por 50 pL
carragenina (1%), con la administracion oral de 50 pL a una dosis de 10
mg/kg. Se administré ibuprofeno (25 mg/kg) como control positivo (Ibup) y

agua como control negativo. Letras distintas indican diferencia significativa
(Tukey, p=<0.05, n=5).
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Los porcentajes de actividad antiinflamatoria se han reportado en intervalos mayores
al 30% en las dosis mas bajas probadas, como el porcentaje de actividad
antiinflamatoria del 36% encontrado para Morinda citrifolia (Brito et al., 2014) y en
Costus pictus (Moron et al., 2013), utilizando el modelo de edema en pata de rata
inducido por carragenina. Con este mismo modelo se ha descrito que extractos de
Citrus aurantifolia han mostrado un 55% de actividad antiinflamatoria, un porcentaje

considerado con una respuesta antiinflamatoria moderada, pero que se ha propuesto
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con gran utilidad desde el punto de vista clinico en los procesos inflamatorios agudos
(Brito et al., 2014).

De esta manera, un efecto antiinflamatorio 6ptimo se considera al encontrar valores
de actividad antiinflamatoria superiores al 70%, como lo reportado para dexametasona
(1 mg/kg) con un porcentaje de actividad antiinflamatoria mayor al 70% por
administracion via topica (Brogden y Wagstaff, 1997). Pocos son los extractos
vegetales que se han reportado con alto efecto antiinflamatorio a dosis menores de
100 mg/kg, tal es el caso de un extracto etandlico de sabila (Aloe vera) con un
porcentaje de inhibicion de 71% con 12.2 mg/kg (Okoli et al., 2002) y del extracto
metanolico de hojas de Bauhinia x blackeana, con el que se han obtenido porcentajes
de actividad antiinflamatoria del 76% a una dosis de 3 mg/kg en extracto metandlico
(Radhika y Shravani, 2018).

Villena y Arroyo (2013) han evaluado extractos de Oenothera rosea frente a la
inflamacion crénica, a través del modelo inducido por carragenina en ratas,
encontrando evidencias del efecto antiinflamatorio similar al producido por
dexametasona e ibuprofeno. Otros ensayos, sobre el modelo experimental del edema
subplantar inducido por carragenina en ratas, comprueban el uso de la carragenina
para el desarrollo del experimento; el edema que produce es menos modificado por
factores ajenos a los propiamente caracteristicos de la inflamacion y la actividad
antiinflamatoria de esta prueba guarda correlacion con la actividad antiinflamatoria en
la clinica (CYTED, 1995).

Los resultados obtenidos con la administracién tanto topica como oral de las infusiones
frescas y secas por 30 dias de H. piperita, concuerdan con lo reportado por Casado et
al. (2010), que mencionan que al evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo por
induccién de edema plantar con carragenina en ratas y la actividad antioxidante in vitro
mediante la neutralizacion del radical DPPH del extracto metandlico de Jungia
paniculata, determinaron que dicho extracto presenta una alta actividad

antiinflamatoria y alta actividad antioxidante.
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Principales compuestos terpénicos presentes en las infusiones de H. piperita

Tanto en las infusiones de hojas frescas como de hojas secas (almacenadas por 30
dias) de H. piperita, por CG-EM se identificaron cuatro compuestos mayoritarios:
pulegona, mentol, neomentol y mentona (Figura 9); el de mayor contenido es la
pulegona con 15.12 y 15.6 %, seguidas del mentol 10.77 y 10.02 %, respectivamente
(Cuadros 6 y 7). Otros compuestos terpénicos presentes en ambas infusiones, pero
en un menor contenido son: isopulegol, isomentol y neo isomentol, este Gltimo no se

observo en las hojas secas.

Los aceites esenciales de ciertas plantas, compuestos mayormente por terpenos, han
sido reportados con actividad antiinflamatoria y cada vez mas se estudian para evaluar
los componentes responsables. Entre éstos, los monoterpenos han sido algunos de
los de mayor actividad, como el 1,8-cineol (eucaliptol), limoneno, citral, a-pineno,
mentol, linalol, timol, canfor y borneol, que constituyen el aceite esencial de diversas
plantas aromaticas como eucalipto, mejorana, tomillo, lavanda, menta, geranio, pino,
salvia y romero, han mostrado un fuerte efecto antiinflamatorio y actividad
inmunomoduladora (Kedzia et al., 1998; Frum y Viljoen, 2006). En particular, los
terpenos como el mentol, la mentona, del aceite esencial de menta (Mentha piperita)
son considerados como parte de los compuestos responsables de la actividad tanto
antioxidante como antiinflamatoria (Sun et al., 2014).

Ademas, la mentona y la pulegona han mostrado una alta inhibicion de la actividad de
COX-2, incluso por encima de la aspirina (Kawata et al., 2008). La pulegona presenta
actividad antiinflamatoria debido a que inhibe la produccion de No y la expresiéon de
los genes de las enzimas iINOS y COX-2, y regula el NF-kB asicomo la activacion de
MAP cinasas, por lo que este terpeno es considerado con un alto potencial terapéutico
y de aplicacion preventiva en varias enfermedades que cursan con procesos de

inflamacion (Anupom et al., 2018).
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Figura9. Cromatogramas del analisis de la identificacion y contenido de
compuestos terpénicos por CG-EM de infusiones de hojas frescas (A) y
hojas secas (30 dias de almacenamiento) (B) de Hedeoma piperita.
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Cuadro 6. Compuestos terpénicos mayoritarios de las infusiones de hojas frescas

de Hedeoma piperita, analizados por CG-EM.

Tiempo retencién Compuesto Contenido (%)

(min)

13.14 Isopulegol 0.6057
13.73 Mentona 3.3427
13.96 Isomentol 1.3066
14.30 Neomentol 3.7237
14.52 Mentol 10.7742
15.24 Neo isomentol 1.1487
16.05 Pulegona 15.1199

Cuadro 7. Compuestos terpénicos mayoritarios de las infusiones de hojas secas (30

dias de almacenamiento) de Hedeoma piperita, analizados por CG-EM.

Tiempo retencion Contenido (%)

(min) Compuesto

13.15 Isopulegol 1.0493
13.76 Mentona 5.4249
13.97 Isomentol 0.9835
14.31 Neomentol 2.9856
14.54 Mentol 10.0201
16.09 Pulegona 15.5972
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El identificar estos compuestos volatiles en las infusiones de H. piperita, sugiere que
estos son los responsables de la actividad antiinflamatoria, que se relaciona
directamente con la actividad antioxidante y con el contenido de compuestos bioactivos

totales.

Principales compuestos fendlicos presentes en las infusiones de H. piperita

El analisis de los compuestos fendlicos por HPLC tanto de las infusiones de hojas
frescas como de hojas secas por 30 dias de H. piperita, se comparé como una corrida
por 30 min de una solucidbn mezcla de estandares fendlicos (Sigma-Aldrich Co.
México), los que fueron separados con una oOptima resolucion, observando un tiempo

de retencion (Tr) constante para cada compuesto (Cuadro 8, Figura 10).

Cuadro 8. Compuestos fendlicos de la solucion de mezcla de estdndares, analizados
por HPLC (10 pg/mL).

No. de Pico Compuesto Tiempo de Retencion Miliunidades de
(min) Absorbancia (mAU)
1 Acido gélico 5.64 27500
2 Catequina 12.27 5250
3 Acido vainillico 15 30250
4 Acido cafeico 15.5 28600
5 Epicatequina 16.5 7250
6 Acido 20 22500
p-cumarico
7 rutina 23 14200
8 Acido elagico 24.8 11200
9 guercetina 26 24750
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Figura 10. Cromatograma de la solucion mezcla estandar de compuestos fendlicos
analizado por HPLC. Picos: 1, acido galico; 2, catequina; 3, acido vainillico;
4, acido cafeico; 5, epicatequina; 6, acido p-cumarico; 7, rutina; 8, acido
elagico; 9, quercetina.

En la infusion de hojas frescas de H. piperita se identificaron los acidos fenélicos como
el acido galico (pico 2), &cido cafeico (pico 3) y el acido elagico (pico 8), pero ademas
los flavonoides catequina (pico 2), epicatequina (pico 5), rutina (pico 7) y quercetina
(pico 9). Entre los &cidos fendlicos, el de mayor contenido fue el galico con 119.2 ug/mL
y las concentraciones mas bajas de acido cafeico (88.9 ug/mL) y de acido elagico (91.3
png/mL); el flavonoide de mayor contenido fue la catequina con 373.7 pg/mL, seguida
de rutina (92.9 pg/mL), epicatequina (70.21 pg/mL) y quercetina (52.1 pg/mL). (Cuadro
9).

Por el contrario, en las infusiones de hojas secas de H. piperita, aunque se observaron
los mismos compuestos fendlicos, el contenido fue menor, presentando el mayor
contenido de flavonoides, pero hasta 6 veces menos que lo mostrado por las infusiones
de hojas frescas, ya que el contenido de catequina fue solamente de 61.3 pg/mL y 33.1
pg/mL de acido galico (Cuadro 9). Los compuestos fenélicos mayoritarios encontrados
en las infusiones de hojas de H. piperita, son similares a los reportados en infusiones
de diversas plantas como té verde (Mufioz-Velazquez et al., 2012) y comino (Herrera-
Carrera et al., 2015).
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Cuadro 9.Contenido de compuestos fendlicos identificados y cuantificados por HPLC
en las infusiones de hojas frescas y secas (30 dias de almacenamiento) de
Hedeoma piperita.

No. de Compuesto Tiempo de Infusion Infusion
Pico Retencion | Hojas Frescas | Hojas Secas
(min) Hg/mL
1 Acido galico 5.64 119.2 33.1
2 Catequina 12.27 373.3 61.2
3 Acido vanillico 15 0 0
4 Acido cafeico 15.5 88.9 0
5 Epicatequina 16.5 70.21 33.7
6 Acido 20 0 0
p-cumarico
7 rutina 23 92.9 19.5
8 Acido elagico 24.8 91.3 22.7
9 quercetina 26 52.1 11.9

Diversos compuestos fendlicos presentes en el té, como el acido galico, el acido
cafeico, la catequina, la epicatequina, la rutina y la quercetina, poseen propiedades
antiinflamatorias, tanto en estudios in vitro como en modelos animales, particularmente

durante el estrés oxidativo (Rahman et al., 2006).

Debido a que el contenido de los compuestos terpénicos es similar tanto en las
infusiones de hojas frescas como secas de H. piperita, los compuestos fendlicos
presentes en éstas, sobre todo en mayor contenido en las infusiones de hojas frescas,
podrian ser los responsables de la mayor actividad antiinflamatoria. Diversos estudios
compruebran que existe una relacion muy estrecha entre las plantas que tienen

capacidad antioxidante y su actividad antiinflamatoria (Garcia et al., 2002).
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Conclusiones

La actividad antiinflamatoria de las infusiones de hojas de H. piperita fue dependiente
del tipo de administracién y de la dosis. Con la aplicacion tépica y a la dosis de 10
mg/kg las infusiones de hojas secas presentaron la mayor actividad antiinflamatoria.
Con la administracion oral, a la misma dosis, la actividad antiinflamatoria fue similar
tanto de las infusiones de hojas frescas (76%) como de hojas secas (83%). Estos
resultados demuestran el efecto antiinflamatorio de las infusiones de hojas de H.
piperita, incluso mayor que el ejercido por ibuprofeno a la dosis de 25 mg/kg.

En las infusiones de hojas frescas, los compuestos considerados como responsables
de la actividad antiinflamatoria son principalmente los compuestos fendlicos y en
menor medida en las infusiones de hojas secas. Sin embargo, el contenido de los
compuestos terpénicos, similares en ambos tipos de infusiones, también sugiere su

efecto antiinflamatorio.

Referencias

Anupom, R., Hee-Juhn P., Qudeer A.A., Hyun A.J. y Jae S. C. 2018. Pulegone
exhibits anti-inflammatory activities through the regulation of NF-kB and
Nrf-2 signaling pathways in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Natural
Product Sciences, 24(1):28-35.

Barboza, G. E. C., Nufiez, J. J., Espinar, C. O. A,, Bonzani, L., Filippa, N. E., Gutiérrez,
E. M., y Cantero, J. J. 2006. Flora Medicinal de la Provincia de Cérdoba
(Argentina): Pteridofitas y Antofitas silvestres o naturalizadas. Museo
Botéanico Cdrdoba, 8(5):389-394.

Brito, A.G., Frias-Vazquez, A. |., Morén-Rodriguez, F.J., Garcia-Delgado, N., Cabrera-
Suéarez, H.R., Morején-Rodriguez, Z., y del Carmen, M. 2014. Validacion
preclinica del efecto antiinflamatorio tépico de cinco plantas
medicinales. Revista Cubana de Plantas Medicinales, 19(1):40-50.

Brogden, R.N. y Wagstaff A. J.1997. Rimexolone. A review of its pharmacological
properties and clinical potential in the management of ocular
inflammation. BioDrugs, 8(1):68-79.

Casado, R., Land A, Calvo J, Del Carmen Terencio M, y Calvo MI. 2010. Anti-
inflammatory and antioxidant activities of Jungia paniculata.
Pharmaceutical biology, 48(8):897-905.

Choi, J., Lee, K. T., Ha, J., Yun, S. Y., Ko, C. D., Jung, H. J., y Park, H. J. 2003.
Antinociceptive and antiinflammatory effects of Niga-ichigoside F1 and

62



23-hydroxytormentic acid obtained from Rubus coreanus. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, 26(10):1436-1441.

CYTED. 1995. Programa lberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el
Desarrollo. Manual de técnicas de investigacion. Proyecto X-l Busqueda
de principios activos en plantas medicinales. 81-3.

Fan, E., Zhang L., Jiang S., y Bai Y. 2008. Beneficial effects of resveratrol on
atherosclerosis. Journal of Medicinal Food, 11(4): 610-614.

Frum, Y., y Viljoen, A.M. 2006. In vitro 5-lipoxygenase activity of three indigenous
South African aromatic plants used in traditional healing and the
stereospecific activity of limonene in the 5-lipoxygenase assay.
Journal of Essential Oil Research, 18(1):85-88.

Garcia, Bacallao, L., Rojo Dominguez, D. M., Garcia Gomez, L. V., y Hernandez Angel,
M. 2002. Plantas con propiedades antiinflamatorias. Revista Cubana de
Investigaciones Biomédicas, 21(3), 214-216.

Herrera-Carrera, E., Moreno-Jiménez, M.R., Rocha-Guzméan, N.E., Gallegos-Infante,
J.A., Diaz-Rivas, J.0., Gamboa-Gomez, C.l. y Gonzalez-Laredo, R.F. 2015.
Phenolic composition of selected herbal infusions and their anti-
inflammatory effect on acolonic model in vitro in HT-29 cells. Cogent Food
& Agriculture, 1(1):1059033.

Kawata, J., Kameda, M., y Miyazawa, M. 2008. Cyclooxygenase-2 inhibitory effects
of monoterpenoids with a p-methane skeleton. International Journal
Essential Oil Therapeutics, 2(4):145-148.

Kedzia, B., Jankowiak, J., Holonska, J. y Krzyzaniak, M. 1998. Investigation of
essential oils and components with immunostimulating activity. Herba
Pol., 44:126-135.

Kumar, S., Ganachari, M. S., y Banappa-Nagoor V.S. 2004. Anti-Inflammatory
Activity of Ziziphus jujuba Lam. Leaves Extract in Rats. Jounal of Natural
Remedies, 4(2):183-185.

Lee, P. J.,y Choi, A. M. 2003. Pathways of cell signaling in hyperoxia. Free Radical
Biology and Medicine, 35(4):341-350.

Lu, J., Ho, C.T., Ghai, G., y Chen, K.Y. 2000. Differential effects of theaflavin
monogallates on cell growth, apoptosis, and Cox-2 gene expression in
cancerous versus normal cells. Cancer Research, 60(22):6465-6471.

Merfort, 1., Heilmann, J., Hagedorn-Leweke, U. y Lippold, B.C. 1994. Estudios de
penetracion cutanea in vivo de flavonas de manzanilla. Pharmazie, 49(7):
509-511.

Mufoz-Velazquez, E.E., Rivas-Diaz, K., Loarca-Pifia, M.G.F., Mendoza-Diaz, S.,
Reynoso-Camacho, R., y Ramos-Gomez M. 2012. Comparacion del
contenido fendlico, capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria
de infusiones herbales comerciales. Revista Mexicana de Ciencias
Agricolas, 3(3):481-495.

Okoli, C.O., Akah, P.A., y Nwafor S.V. 2002. Anti-inflammatory activity of plants.
Journal of Natural Remedies, 3(1):01-30.

Ospina, J. D., Orozco, M. S. S., y Correa, C. R. B. 2016. Efecto del secado y la edad
de las plantas en la composicion de los aceites esenciales de Lippia alba
(Mill.) NE Br. ex Britton & P. Wilson y Lippia origanoides Kunth. Acta
Agrondémica, 65(2):170-175.

63


https://www.tandfonline.com/author/Herrera-Carrera%2C+Elda
https://www.tandfonline.com/author/Moreno-Jim%C3%A9nez%2C+Martha+Roc%C3%ADo
https://www.tandfonline.com/author/Rocha-Guzm%C3%A1n%2C+Nuria+Elizabeth
https://www.tandfonline.com/author/Gallegos-Infante%2C+Jos%C3%A9+Alberto
https://www.tandfonline.com/author/D%C3%ADaz-Rivas%2C+Jes%C3%BAs+Omar
https://www.tandfonline.com/author/Gamboa-G%C3%B3mez%2C+Claudia+Ivette
https://www.tandfonline.com/author/Gonz%C3%A1lez-Laredo%2C+Rub%C3%A9n+Francisco

Radhika, B., y Shravani, K. 2018. In vitro and in vivo anti-Inflammatory activity of
Bauhinia X Black-eana Linn. Leaves. J. Med. Biol. Sci., 1(1):102.

Rubig, L., Motilva, M. J., y Romero, M. P. 2013. Recent advances in biologically
active compounds in herbs and spices: a review of the most effective
antioxidant and anti-inflammatory active principles. Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, 53(9):943-953.

Salminen, A., Kauppinen, A., y Kaarniranta, K. 2012. Phytochemicals suppress
nuclear factor-kB signaling: impact on health span and the aging
process. Current Opinion in Clinical Nutrition & Metabolic Care, 15(1):23-28.

Seo, Y. J.,, Kwon, M. S., Choi, H. W., Jang, J. E., Lee, J. K., Sun, Y., y Suh, H. W.
2008). Intracerebroventricular gisenosides are antinociceptive in
proinflammatory cytokine-induced pain behaviors of mice. Archives of
Pharmacal Research, 31(3):364-369.

Stote, K., Clevidence, B., Novotny, J., Henderson, T., Radecki, S. y Baer, D. 2012.
Efecto del cacao y el té verde sobre los biomarcadores de la regulacion
de la glucosa, el estrés oxidativo, la inflamacién y la hemostasia en
adultos obesos con riesgo de resistencia a la insulina. European Journal
of Clinical Nutrition, 66:1153-1159.

Sun, Z., Wang, H., Wang, J., Zhou, L., y Yang P. 2014. Chemical composition and
anti-inflammatory, cytotoxic and antioxidant activities of essential oil
from leaves of Mentha piperita rrown in China. PLoS ONE, 9(12): e114767.

Surh, Y. J. 2008. NF-kappa B and Nrf2 as potential chemopreventive targets of
some anti-inflammatory and antioxidative phytonutrients with anti-
inflammatory and antioxidative activities. Asia Pac. J. Clin. Nutr.,17(Suppl
1):269-272.

Vazquez, E., Navarro, M., Salazar, Y., Crespo, G., Bruges, G., Osorio, C., y Lopez, M.
2015. Systemic changes following carrageenan-induced paw
inflammation in rats. Inflammation Research, 64(5):333-342.

Veladzquez-Becerra, C., L. I. Macias-Rodriguez, J. Lopez-Bucio, I. Flores-Cortez, G.
Santoyo, C. Hernandez-Soberano y E. Valencia-Cantero 2013. "The
rhizobacterium Arthrobacter agilis produces dimethylhexadecylamine, a
compound that inhibits growth of phytopathogenic fungi in vitro."
Protoplasma, 250(6):1251-1262.

Villena, C. A., y Arroyo, J. L. 2013. Efecto antiinflamatorio del extracto
hidroalcohélico de Oenothera rosea (Yawar socco) en ratas con
induccién a la inflamacion aguda y cronica. Ciencia e Investigacion,
15(1):15-9.

Whiteley, P., y Dalrymple S. 1998. Models of inflammation: Carrageenan-induced
paw edema in the rat. Current Protocols in Pharmacology, 5:4-6.

Winyard, P., y Willoughby, D. 2003. Inflammation protocols. In: Methods in
molecular biology. Humana Press Inc. Totowa. London, UK, pp. 115-121.

64



8. DISCUSION GENERAL

La mayoria de las especies de la familia Lamiaceae presenta aceites esenciales y otros
compuestos de importancia a nivel farmacologico, médico, microbiol6gico y quimico,
entre otros. De aqui que los usos comunes de las plantas en general hayan conducido
a desarrollar investigaciones que amplian el conocimiento sobre su potencialidad real
y los riesgos eventuales por su mal empleo (Veldzquez et al., 1995). Diversos estudios
han demostrado que los compuestos bioactivos de plantas medicinales, como los
fenoles y terpenoides, proveen efectos benéficos a la salud, entre los que se
encuentran la capacidad antioxidante y la actividad antiinflamatoria (McKay y
Blumberg, 2006; Wiart, 2007; Miguel, 2010; Torres-Martinez et al., 2014).

Entre las plantas medicinales que contienen estos tipos de compuestos estan las del
género Hedeoma, usadas como infusion principalmente. Algunas de sus especies
como Hedeoma multiflorum contienen compuestos principalmente terpenicos, siendo
los monoterpenos los principales constituyentes de éstos; su uso etnobotanico le
atribuye propiedades de aromatizante, digestivo y antioxidante (Barboza et al., 2006;
Brunetti et al., 2007; Dadé et al.,, 2011). Los extractos de Hedeoma patens se
consideran con un alto potencial para tratar enfermedades inflamatorias, debido a que
su actividad estd mediada por polifenoles y terpenos que respalda la afirmacion de su
uso tradicional en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la inflamacion

(Leyva-LoOpez et al., 2016).

Por otro lado, la composicion de los compuestos fendlicos y terpénicos en las plantas
es muy variable segun la especie, el genotipo, los tejidos vegetales, el almacenamiento
y el secado de la planta o sus diferentes partes como las hojas y los tallos (Henriquez
et al., 2010; Baiano, 2014). Las variaciones encontradas en los compuestos de las
infusiones de hojas frescas y secas de H. piperita demuestran el efecto del secado
almacenamiento del material vegetal debido, principalmente, a factores como
temperatura y evaporacion de los componentes mas volatiles. Sin embargo, la

concentracion de otros compuestos incrementa por; reacciones de oxidoreduccion,
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(quimica o enzimatica); reacciones de biosintesis las cuales durante el secado de las
hojas pueden seguir ocurriendo y producir un tipo de componente en mayor proporcion
a expensas de otros, lo cual explica el aumento en la concentracién de algunos de los

compuestos terpénicos (Ospina et al., 2016).

8.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Con el método DPPH y ABTS, las infusiones realizadas con hojas frescas de H.
piperita, mostraron la actividad antioxidante mas alta con valores de 90% y 93%
respectivamente y se observd una disminucion en las infusiones de hojas secas por
30, 60 y 90 dias (Figura 5). Esto se explica debido a que el método de la decoloracion
del catién-radical ABTS es aplicable a antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos lo que le
permite ser implementado para sistemas tanto acuosos como lipofilicos, ademas es
muy soluble en agua y quimicamente estable (Ou et al., 2001; Nenadis et al., 2004).
En cambio, el DPPH solo mide la capacidad antioxidante de compuestos poco polares

0 no polares (Gonzales et al., 2007).

Los efectos antioxidantes reportados para otras especies de la familia Lamiaceae de
extractos metandlicos se encuentran por arriba del 65%. Stachys officinalis y
Marrubium vulgare obtuvieron una actividad antioxidante del 78%, mientras que para
Lamium album y Lamium purpureum del 70%, y Galeopsis speciosa obtuvo el 65%
(Matkowski y Piotrowska, 2006). Diversos estudios correlacionan la actividad
antioxidante con el contenido de fenoles y terpenos presentes en los extractos.
Algunas especies del genero Salvia han mostrado actividad antioxidante, tales como
S. officinalis, S. fruticosa y S. leucantha, relacionado con el contenido de fenoles y
compuestos del tipo terpenoide (Kruma et al., 2008; Kontogianni et al., 2013).

En infusiones de hojas de H. piperita el contenido de acidos fendlicos y flavonoides
tuvo una relacion directa con la alta actividad antioxidante, ya que las infusiones de
hojas frescas mostraron la mayor cantidad con 0.25 pmoles EAG/mg p.f. y 7.69 pmoles
EQ/mg p.f. Con el método de terpenoides totales, las infusiones de hojas secas (30

dias) mostraron el mas alto valor de terpenoides totales (18.75 mg Eg. Pulegona/g
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peso). El tiempo de almacenamiento de las hojas secas, tuvo un efecto de disminucion
tanto de la actividad antioxidante como del contenido de acidos fendlicos y flavonoides
totales (Figura 5). Estudios demuestran que los diferentes tipos de secado y
almacenamiento reducen el total de contenido fendlico y la actividad antioxidante
medida con un ensayo DPPH (Valdenegro et al., 2013). Toor y Savage (2006)
mencionan que el secado es la causa principal de la pérdida de los antioxidantes, pero
también el calentamiento puede inducir a la formaciéon de compuestos, tal como se
muestra en el presente estudio donde hubo un aumento de terpenos totales en las

infusiones de hojas secas (30 dias).

Se ha demostrado que la rutina y otros compuestos fendlicos (por ejemplo, acido
clorogénico y catequina) son susceptibles a altas temperaturas (Madrau et al., 2009).
Sin embargo, en Lippia alba (Verbenaceae) el contenido de algunos compuestos como
el citral fue ligeramente mayor que el obtenido en plantas frescas, los autores
consideran que este aumento puede atribuirse a la oxidacién del geraniol durante el
proceso de secado, al convertirse en geranial (Barboza et al., 2006). Dada la
abundancia de los compuestos fendlicos y terpénicos en las plantas medicinales se
han reportado diversas propiedades dependiendo de la dosis, entre la que se

encuentra el efecto antiinflamatorio (Bonkanka, 2007).

8.2. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Se establecio el efecto antiinflamatorio mediante la administracion topica de infusiones
de hojas frescas y secas de H. piperita. a través del método adaptado de edema de
pata inducido por carragenina en ratas macho Wistar. Esta prueba es la mas usada
como modelo experimental de inflamacion aguda para determinar el potencial
antiinflamatorio de productos naturales (Sinha et al., 2001). La inflamacion producida
por carragenina se atribuye a la liberacion de varios mediadores y es bifasica. La fase
inicial se debe a la liberacion de histamina, serotonina y citocinas, en la primera hora,
después de aplicada la inyeccion de carragenina. La segunda fase es atribuida a la

liberacion de bradiquininas, proteasas, prostaglandinas y lisosomas. La ultima fase es
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la mas sensible a la mayoria de los agentes antiinflamatorios usados clinicamente
(Sinha, 2001).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la actividad
antiinflamatoria de las infusiones de hojas de H. piperita fue dependiente del secado
de las hojas y de las dosis, ya que las infusiones de hojas secas (30 dias de almacén)
de H. piperita mostraron una mayor actividad antiinflamatoria que las infusiones de
hojas frescas, con una dosis de 10 mg/kg, un efecto similar al que produce el
ibuprofeno (Figura 7). Se conoce que existe una relacibn muy estrecha entre la
composicién quimica de sustancias antioxidantes en las plantas y su accion
antiinflamatoria. Metabolitos secundarios como los terpenos, flavonoides y otros
compuestos polifendlicos son reconocidos como sustancias antioxidantes y
antiinflamatorias (Poaceas y Piperaceas, 2006; Guimardes et al., 2010). Hedeoma
piperita contiene este tipo de compuestos (capitulo 1) por lo que el mecanismo de
accion puede estar relacionado por atenuar o inhibir el efecto de moléculas oxidantes,
como las formadas en un proceso de inflamacién, que muestra su habilidad de actuar
contra las histaminas y otros mediadores de inflamacién, como las prostaglandinas
(Garcia et al., 2002; Diaz, 2012).

La determinacion del efecto antiinflamatorio con la administracion oral de las infusiones
de H. piperita, demuestran el potencial antiinflamatorio tanto de hojas frescas y secas
(Figura 8) y fue mayor a la obtenida con la administracion topica. Acuia et al., (2005)
estudiando la actividad antiinflamatoria de Chenopodium ambrosioides L. refiere que
a una dosis de 1000 mg/Kg muestra un efecto pero no es prolongado; y refiere que
Wemeria pigmea a una dosis de 0.1 ml/Kg, tiene efecto antiinfimatorio. Los resultados
obtenidos con infusiones de H. piperita a una dosis de 10 mg/kg presenta un efecto

antiinflamatorio.

Diversos fitoquimicos como los fenoles, flavonoides y terpenoides, pueden ejercer sus
efectos antiinflamatorios y antioxidante, inhibiendo, modulando o modificando la via de
traslocacion del FNkB (Surh, 2008), en las vias dirigidas por MAPK y Nrf2 que
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fuertemente inhiben su unién a IkB (Salminen y Kaarniranta, 2012). La accion
antiinflamatoria que poseen muchos flavonoides se relaciona con la inhibicion de
diversas enzimas implicadas en el metabolismo del acido araquidonico como la
ciclooxigenasa, lipooxigenasa, fosfato dinucleétido adenina nicotinamida (NADPH)
oxidasa, xantina oxidasa, de radicales libres y reducen el estrés oxidativo (Garcia et
al., 2002). La accion antiinflamatoria de los terpenoides se relaciona con la inhibicion
de la produccién de TNF- a e IL-6, reduce la expresion de iINOS y COX-2 e Inhibe la
sefializacion de NF-kB (Rubi6 et al., 2013).

8.3. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE PRINCIPALES COMPUESTOS
DE TIPO TERPENICO Y FENOLICO

Con la determinacion del contenido e identificacion de los principales compuestos
terpénicos, las infusiones de hojas frescas y hojas secas de H. piperita, dieron como
resultado un contenido de terpenos similar, encontrando a la pulegona, mentol y
mentona, como los mayoritarios. Plantas de la misma familia como Minthostachys
verticillata y Hedeoma multiflora reportan la presencia de pulegona y mentona, siendo
la primera el principal componente (Puntieri et al., 2019). El contenido de compuestos
fendlicos de H. piperita, fue mayor en las hojas frescas, identificando al acido gélico y
a la catequina como los mayoritarios (Figuras 8 y 9; Cuadros 6, 7, 8 y 9). Ambos
compuestos se han reportado en infusiones de té verde y en extractos metandlicos
(Borse et al., 2007; Wang y Ho, 2009).

En diversas investigaciones se ha reportado la funcion de algunos monoterpenos en
los procesos inflamatorios, el mentol entre otros, presentan actividad inhibitoria en la
produccion de lucotrieno, un mediador de la inflamacién, por lo que las infusiones y
aceites esenciales que contienen este compuesto volatil, junto con limoneno,
terpinenos, linalol, pinenos, citrales y geraniol, indican que pueden ser utilizadas en
tratamientos de enfermedades que cursan inflamacién como asma, bronquitis crénica,
rinitis alérgica, entre otras (Ahn et al., 2001). Ademas, el mentol reduce la produccion
de prostaglandinas (PGE2) y la IL-13, en monocitos humanos, lo que comprueba su

potencial antiinflamatorio (Juergens y Stober, 1998).
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El compuesto volatil pulegona inhibe la expresion de mediadores de la inflamacion
inducida con lipopolisacarido (LPS) mediante la regulacion de iINOS, COX-2, NF-kB y
MAP cinasas, lo cual indica que este compuesto o en las infusiones y aceites
esenciales, en los que esta presente, previene la inflamacion en diversas

enfermedades (Anupom et al., 2017).

Recientemente, Yang et al. (2020) demostraron que la pulegona reduce los niveles de
IL-1B e IL-18 en un modelo inducido por LPS, asi como la produccién de ARNm de
genes asociados con la inflamacion. Ademas, este compuesto exhibe una significativa
reduccion de los niveles de ERO y con una alta regulacién de NLRP3, el factor de
inflamacién de la familia NLR, sugiriendo su funcién de actividad entre inflamacion e

inmunidad.

Ademas de los compuestos terpénicos, algunos del tipo fendlico, como acidos
fendlicos y flavonoides, también han mostrado actividad antiinflamatoria, solos o en
combinacion (Andrade y De Sousa, 2013; Andrade, et al., 2014). En particular, el &cido
galico es un potente inhibidor de la actividad de COX-1 y COX-2 en diferentes lineas
celulares, ademas de suprimir la produccion de citocinas proinflamatorias y
guimiocinas (Kim et al., 2006; Jung et al., 2011; Yoon et al., 2012). Kuppan et al. (2006)
mostraron que el acido galico fue responsable de la disminucién de la expresion de

TNF-a e IL-6 en monocitos humanos (Locatelli et al., 2013).

Los flavonoides como las catequinas han mostrado actividad antiinflamatoria por
regular la activaciéon o desactivaciéon de vias de estrés oxidativo relacionado con
procesos de inflamacién, incidiendo en la inhibicion del NF-kB, de MAP cinasas y del

factor de transcripcion nuclear tipo eritroide 2 (Nrf2) (Fan et al., 2017).

Catequina es el principal constituyente poilifendlico del té verde (Camelia sinensis) que
junto con otras catequinas, tienen actividad antiinflamatoria. En otras investigaciones
se ha mostrado que la catequina sola y en conjunto con otras como la epicatequina,
epicatequin galato y epigalocatequina, presentan una marcada actividad

inmunomoduladora por la regulacion de citocinas proinflamatorias, reduccion de la
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produccion de EROS y de la migracion de neutréfilos (Biasi et al., 2011; Marinovic et
al., 2015).

Con todo lo anterior, la actividad antiinflamatoria observada con la administracion tanto
tépica como oral de las infusiones de hojas de H. piperita, se debe al contenido de los
principales compuestos terpénicos y fenolicos identificados, sugiriendo que intervienen
en la regulacion de los procesos inflamatorios inhibiendo la produccién de leucotrieno,
de prostaglandinas, de enzimas como la COX-2 y principalmente de los mediadores
proinflamatorios como el FN kB, TNF-a y las principales interleucinas como la IL-1f,
IL6 e IL8.
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9. CONCLUSION GENERAL

El tiempo de almacén de las hojas secas de Hedeoma piperita fue determinante en la
actividad antioxidante, ya que se observo una disminucion en la actividad antioxidante
de las infusiones almacenadas a 60 y 90 dias, encontrando la mayor actividad en las
infusiones de hojas frescas y secas, almacenadas por 30 dias. Estos resultados
demostraron una relacién directa entre el mayor contenido tanto de acidos fendlicos,

flavonoides y terpenoides totales.

Con la administracién tépica de las infusiones de hojas secas de H. piperita con 30
dias de almacenamiento, se observo la mayor actividad antiinflamatoria con la dosis
de 10 mg/kg, alcanzando un porcentaje de actividad de 77%; sin embargo, con la
administracion oral, a la misma dosis, la actividad antiinflamatoria fue similar tanto en
las infusiones de hojas frescas (76%) como de hojas secas (83%). Este porcentaje de
actividad antiinflamatoria es mayor que el ejercido por ibuprofeno a la dosis de 25

mg/kg.

En infusiones de hojas frescas de H. piperita, fue mayor el contenido de compuestos
fendlicos que en hojas secas, con acido galico y catequina como los mayoritarios.
Estos resultados sugieren que estos compuestos son responsables de la actividad

antiinflamatoria.
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11. ANEXOS

11.1 Curva de calibracion parala determinacion de la ICsode la infusion de hojas
frescas de Hedeoma piperita por el método DPPH.
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11.2 Curva de calibracion para la determinacion de la ICsode lainfusion de hojas
frescas de Hedeoma piperita por el método ABTS.
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11.3 Curva de calibracion para la cuantificacion de &acidos fendlicos totales,
realizada con acido galico (umoles/g peso fresco) (A=725 nm) (a) y para la
cuantificacion de flavonoides totales, realizada con quercetina (umoles/g peso
fresco) (A=415 nm) (b).
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11.4 Curva de calibracion parala cuantificacion de terpenoides totales, realizada
con pulegona en diferentes concentraciones (1, 10, 50 y 100 mg/mL) (A=558 nm).
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