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RESUMEN

Meéxico es el principal exportador a nivel mundial de orégano
mexicano (Lippia graveolens), con 35 - 40 % del mercado internacio-
nal; su alta demanda se debe al contenido de aceite esencial de cali-
dad en la hoja. Su recoleccién es complementaria a la agricultura de
temporal o secano en zonas aridas y semiaridas. El desaprovecha-
miento del tallo y los escasos estudios fitoquimicos y farmacolégicos
reportados, indujeron esta investigacion en la que determind el tipo
de flavonoides y se evalué la actividad antioxidante de extractos cru-
dos del tallo de Lippia graveolens H.B.K. var. berlandieri Schauer
recolectado en el Mezquital, Durango, México. Los extractos se pre-
pararon por maceracioén del tallo molido a temperatura ambiente con
extracciones sucesivas de hexano, acetato de etilo y metanol. El ex-
tracto acuoso se preparé por ebullicion del tallo en agua (10 %) con
posterior liofilizacion. Los extractos fluidos de acetato de etilo y de
metanol se fraccionaron en columnas de cromatografia convencional
sobre silicagel-G. Dos fracciones del extracto de acetato de etilo y una
del extracto de metanol se analizaron por cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas. Se detectd pilosina, cirsimariti-
na, naringenina, kaempferol, isokaempferido, un derivado de cate-
quina y un hexésido de quercetina no identificado. La actividad anti-
oxidante se evalué en los extractos por el método del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). La reduccién del radical con los ex-
tractos de prueba fue mayor a 91.2 % en 100 mgL! excepto para el
extracto acuoso que fue de 87.6 % en 50 mgL?, Los valores de ICso
fueron relevantes para el extracto de acetato de etilo (sélido: 11.24 +
1.10; extracto fluido: 12.94 + 0.63). Estos resultados muestran la
presencia en el tallo de moléculas bioactivas ttiles para el desarrollo
de farmacos derivados de productos naturales.
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tividad antioxidante.
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SUMMARY

Meéxico is the main exporter around the world of Mexican oréga-
no (Lippia greveolens) with 35-40 % of the international market; its
high demand is due to the quality of essential oil containes in the leaf.
It is gathered as a complementary activity to the rainfed agriculture
in arid and semi arid zones. The stem has not been exploited and the
scarce studies on phytochemical and pharmacological aspects encour-
aged us to conduct this research. The type of flavonoids and the an-
tioxidant activity of crude extracts of the stem of Lippia graveolens
H.B.K. var. Berlandieri Schauer gathered in the Mezquital, Durango
Meéxico, were evaluated. The extracts were prepared by maceration
of the milled stem at room temperature with successive extractions of
hexane, ethyl acetate and methanol. The aqueous extract was prepa-
red by boiling the stem in water (10 %) and then liofilized. The fluid
extracts of ethyl acetate and methanol were fractionated by column
chromatography on silica gel G. Two fractions of the ethyl acetate
extract and one of the methanolic extract were analized by liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. We detected pilosin,
cirsimartin, narigenin, kaempferol, isokaemferide, a derivative of
catechin and a non identified. hexoside of quercetin The antioxidant
activity of the extracts was evaluated by the method of the radical
2,2-diphenyl-1-picryl hydracyl (DPPH). The reduction of the radical
by the extracts was higher than 91.2% in 10 mg L™, except for the
aqueous extract in which reduction was 87.6 % in 50 mg L. The ICso
values were relevant for the ethyl acetate extract (solid: 11.24 + 1.10;
fluid extract: 12.94 + 0.63). These results shows the presence in the
stem of bioactive molecules useful for the development of drugs from
natural products.

Index words: Lippia graveolens var. berlandieri, flavonoids, an-
tioxidant activity.
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INTRODUCCION

En México se desarrollan dos especies de Lippia con
caracteristicas semejantes a las del orégano europeo (Ori-
ganun spp.), consideradas sustitutos de éste: L. palmeri
Wats en Baja California, Sonora y parte de Sinaloa, y L.
graveolens de mayor distribucién en el resto de la Repu-
blica Mexicana. Por la calidad del aceite esencial conteni-
do en la hoja, su explotaciéon comercial es superior a las
4000 t anuales y més de 90 % de la produccién de la hoja
se exporta a Estados Unidos de América y Jap6n (Huerta,
1997). Ademas del aceite, la planta contiene flavonoides,
sustancias relevantes en el area farmacoldgica principal-
mente por su capacidad antioxidante que contrarresta la
formacién de radicales libres, cuya influencia se revela en
propiedades antialérgicas, antivirales o vasodilatadores
(Pietta, 1999), antimicrobianas, antiinflamatorias, antitu-
morales, espasmoliticas, estrogénicas, entre otras (Craker
y Simon, 1992; Heras et al., 1998; Pérez, 2002).

En el mundo se han realizado numerosas investigacio-
nes enfocadas al estudio de la composicién quimica y efec-
tos antimicrobianos del aceite esencial del género Lippia
(Pascual ef al., 2001; Abena et al., 2003; Bassole, et al.,
2003; Salgueiro et al., 2003) o con relacién a su efecto
antihipertensivo y vasodilatador (Guerrero et al., 2002).
Con respecto a flavonoides, Tomas-Barberan et al. (1987)
identificaron en L. nodiflora y L. canescens a 15 flavo-
noides, tres agliconas de flavonas y 12 sulfatos de flavona,
entre ellos: mono y di sulfatos de nepetina, jaceosidina,
hispidulina, 6-hidroxiluteolina y nodifloretina, y sus deri-
vados sulfatados. De L. citriodora, Skaltza y Shammas
(1988) aislaron: salvigenina, eupatorina, eupafolina, 6-
hidroxiluteolina, luteolina, luteolin-7-O-p-glicésido, hispi-
dulina, cirsimaritina, diosmetina, crisoeriol, apigenina,
pectolinarigenina y circiliol. Dominguez et al. (1989) iden-
tificaron naringenina en L. graveolens. En L. turbinate,
Hernandez et al. (2000) correlacionaron la presencia de
glucdsidos en el anillo B en las posiciones 7-O y 3-O, con
un aumento de la actividad antimicrobiana del flavonoide
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Otros
flavonoides reportados por Costa et al. (2001) en L. sidoi-
des son: quercetina, luteolina, glucoluteolina y taxifolina,
entre otros. En L. alba, Zétola et al. (2002) demostraron
la actividad sedante y miorelajante del extracto de etanol,
posiblemente relacionada con la presencia de flavonoides.
Con respecto a su actividad antioxidante, en la infusion de
hojas de Lippia citriodora Valentao et al. (2002) encontra-
ron una potente actividad antioxidante probablemente de-
bida a la presencia de un feniletanoide (verbascésido) y de
derivados de luteolina. No obstante, la informacion acerca
de la actividad farmacoldgica y quimica de flavonoides
disponible en este género es pobre todavia (Pascual ef al.
2001), y en particular para L. graveolens, cuyos tallos son
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desaprovechados porque se tiran o se queman. Dado el po-
tencial que se reporta de la planta, en este trabajo se hizo
un estudio fitoquimico para conocer el tipo de flavonoides
presentes en el tallo de orégano silvestre (Lippia graveo-
lens var. berlandieri) y para evaluar el potencial antioxi-
dante de sus extractos y asi contribuir al conocimiento de
las propiedades quimicas y farmacoldgicas de dicha planta,
asi como dejar abierta la posibilidad de un aprovechamien-
to integral de la misma a nivel industrial como fuente de
materia prima en la obtencién de nuevos productos.

MATERIALES Y METODOS
Analisis fotoquimico

Recoleccion de material vegetal y procesamiento. Se
recolectaron partes aéreas de L. graveolens en los alrede-
dores del km 48 de la carretera Durango-Mezquital, Muni-
cipio del Mezquital, Durango, Méx., en octubre de 1998.
En esa localidad prevalece un clima Bso: el mas seco de
los BS (secos o esteparios) con temperatura media anual de
16 °C, precipitacion media anual de alrededor de 650 mm
y 2230 m de altitud (Gonzilez, 1983). Se prepar6 un
ejemplar de herbario para su identificacion con el Numero
16543 y se deposit en el Herbario CIIDIR del Instituto
Politécnico Nacional (Durango, México). Los tallos se se-
pararon de la planta, se secaron a temperatura ambiente y
se molieron en un molino de cuchillas y se cribaron a tra-
vés de malla 10.

Obtencion de extractos. El material vegetal (1.7 kg)
se sometid a un proceso de extraccién exhaustiva con
hexano (Hex) (5x48 h), seguido de una decantacién del
disolvente, el cual se concentrd a sequedad mediante vacio
y se calcul6 su rendimiento. El disolvente del sélido rema-
nente de la maceracion se elimind por evaporacién en una
campana de extraccion. Posteriormente se adiciond acetato
de etilo (AcOEt) a temperatura ambiente (9x48 h), con el
mismo proceso anterior. Finalmente se realizé la extrac-
cion con metanol (MeOH) y se repiti6 la misma operacion.
Del extracto de AcOEt se obtuvo un precipitado (PA-
cOEt), el cual se separ6 por filtracion. El extracto acuoso
(W) se prepar6 por extraccion en ebulliciéon de una mezcla
de tallo en agua a 10 % (m/v) durante 5 min. La mezcla se
filtr6 y el filtrado se liofiliz6.

Fraccionamiento cromatografico de extractos. Los
extractos de AcOEt (10 g) y MeOH (14.8 g) se fracciona-
ron por separado de manera convencional por columna
empacada con silicagel G 60 (Merck). Se utilizaron mez-
clas de disolventes de polaridad creciente (Hex, AcOEty
MeOH) para eluir ambas columnas y se tomaron fraccio-
nes de 200 mL en cada caso. Del extracto de AcOEt se
obtuvieron 153 fracciones, y del extracto de MeOH 192



GONZALEZ, SOTO, KITE Y MARTINEZ

fracciones. Cada fraccion se redujo a un volumen de 2-3
mL. Posteriormente se hizo un monitoreo de estas fraccio-
nes por cromatografia en capa fina en gel de silice, las
cuales se revelaron inicialmente bajo luz ultravioleta (UV)
e inmediatamente por aspersién sucesiva de los reactivos
NP (acido 2-amino etil éster difenilbérico a 1 % en meta-
nol, p/v) y PEG (polietilenglicol 4000 a 5 % en metanol,
p/v) (Wagner y Bladt, 1996). A continuaciéon se combina-
ron las fracciones semejantes y se concentraron nueva-
mente a sequedad, a presioén reducida. Para este trabajo se
seleccionaron las fracciones 49 (I) del extracto de AcOEt
y la 41 (IT) del extracto de MeOH con base en las caracte-
risticas detectadas en el monitoreo previo: abundancia, ta-
mafio de mancha y separacion de los componentes acom-
paifiantes en la polaridad fraccionada.

Preparacion de las fracciones para
el analisis de CL-EM

Del fraccionamiento del extracto de AcOEt, se selec-
cion6 una fraccion (I) obtenida por la mezcla de elucion
Hex/AcOEt (7:3), la cual es soluble en cloroformo, meta-
nol y poco soluble en agua. Del extracto de MeOH frac-
cionado por columna, se selecciond la fraccién (II) eluida
de la mezcla eluyente AcOEt/MeOH (8:2), muy soluble en
agua y de apariencia semejante a la melaza. Se observaron
pequetios cristales blancos (punto de fusion 74-75 °C), po-
co solubles en MeOH vy solubles en H20. Las fracciones se
disolvieron por separado en metanol acuoso (80 %), se
centrifugaron y el sobrenadante previamente filtrado se in-
yect6 al cromatografo de liquidos acoplado al espectrome-
tro de masas (CL-EM).

Analisis cromatografico de las fracciones (CL-EM).
La caracterizacion de los flavonoides se efectué en un
cromatégrafo de liquidos acoplado en interfase a un espec-
trémetro de masas marca Waters (Watford, Reino Unido),
modelo LC600 y un detector de arreglo diodos modelo 996
equipado con el programa operativo Millenium. Se utiliz6
una columna Hypersil-ODS, Phenomenex Luna Cis (150
mm x 4 mm de d.i. y tamafio de particula de 5 pm). Como
fase movil se empled un gradiente de elucion para la mez-
cla H:O/MeOH/AcOH 5 % en MeOH: 80:0:20 (0’);
0:80:20 (20’); 0:80:20 (25°), 80:0:20 (27°) y 80:0:20
(37°), a una velocidad de flujo de 1 mL min” y un volu-
men de inyeccion de 20 uL. Para el detector del espectré-
metro de masas se utiliz6 una trampa de iones quadrupolo
(Finnigan LCQ, Hemmel Hempstead, Reino Unido) aco-
plado con una fuente i6nica APCI. La temperatura de va-
porizacién fue de 550 °C, y la de calentamiento de la co-
lumna capilar fue de 150 °C. Se utiliz6 una corriente de
nitrégeno y un flujo auxiliar del mismo gas a 80 y 10 uni-
dades, respectivamente. La identificacion de los flavonoi-
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des en las fracciones estudiadas se llevd a cabo por compa-
raciéon con muestras auténticas y por cotejo con la bibliote-
ca del equipo.

Evaluacién de la actividad antioxidante. Con base
en el método de Cottele er al. (1996) se evaluaron los ex-
tractos del tallo de orégano para determinar la actividad
antioxidante. Se utilizdé el método del radical libre DPPH,
el cual reduce el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) en la 2,2-difenil-1-picril hidrazina por la accién
antioxidante de compuestos que contienen grupos -OH que
decoloran el reactivo DPPH.

El disefio experimental fue completamente al azar, en
el que cada tratamiento se refiere a las diferentes concen-
traciones analizadas. Los resultados obtenidos se analiza-
ron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y la prue-
ba de Dunnet para encontrar diferencias significativas en-
tre los valores de la concentracion inhibitoria media (ICso),
para cada tratamiento entre el grupo control y el experi-
mental, con una P < 0.01 con respecto al control.

Preparacion de los extractos a evaluar. Los extractos
concentrados de hexano, acetato de etilo y metanol se di-
solvieron por separado en dimetilsulf6xido (DMSO) hasta
obtener concentraciones de 20 mg mL™. A partir de esta
disolucion concentrada, se efectuaron las diluciones co-
rrespondientes con etanol para lograr soluciones de 10,
100 y 1000 m gL', El extracto acuoso se disolvié en agua,
se trabajo de igual forma y se prepararon soluciones de 5,
50 y 500 mg L

Preparacion del estandar de DPPH. La solucion del
estindar se prepard a una concentraciéon de 100 mM de
DPPH en etanol (EtOH).

Reaccién de neutralizacion del radical. La mezcla
de reaccién se llevé a cabo por triplicado en placas de
ELISA de 96 pozos por adiciéon 50 pL de cada una de las
disoluciones por cada muestra disueltas en DMSO y 150
pL de la solucién del radical DPPH. Como blanco se utili-
z6 solucién de DPPH sin extractos para determinar la acti-
vidad antioxidante. Las mezclas de reaccion se mantuvie-
ron en agitacién a temperatura ambiente y se incubaron a
37 ° C por 30 min. La absorbancia se midi6 de inmediato
a 515 nm, en un lector de microplacas (Elx 808, Ultra Mi-
croplate Reader) (Cottele et al. 1996; Tamil et al., 2003).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis fotoquimico

Rendimiento de extractos. Se obtuvieron 5.3 g (0.30
%) del extracto de Hex, 37.5 g (2.13 %) del extracto de
AcOEt, 3.9 g (0.22 %) del precipitado de PAcOEt, 184.5
g (10.5 %) del extracto de MeOH y 0.67 g (6.7 %) del
extracto acuoso liofilizado.

Anélisis de CL-EM. La informacién obtenida del ana-
lisis de cromatografia de liquidos con acoplamiento a la
espectrometria de masas se presenta en el Cuadro 1. Los
espectros de masas de los flavonoides detectados en las
fracciones analizadas por CL-EM sefialan un patrén de
fragmentacién caracteristico para flavonas, flavonoles y
flavanonas (Dey y Harborne, 1989).

De acuerdo con la biblioteca de espectros del equipo
usado, en la fraccion I del extracto de AcOEt se detectd la
presencia de varios flavonoides: el flavonol kaempferol,
dos flavonas metoxiladas (isokaempférido y pilosina). Es-
tos tres compuestos no se han descrito para el género Lip-
pia. En esta fraccién también se encontrd la flavona cirsi-
maritina, documentada anteriormente en Lippia citriodora
HBK por Skaltza y Shammas (1988) y la flavanona narin-
genina ya identificada por Dominguez et al. (1989) en L.
graveolens. Un derivado de catequina se localizé también
en este mismo extracto (Figura 1). En la fraccién II del
extracto de MeOH, se encontr6 un hexésido de quercetina
en concentracion superior a 90 % (Cuadro 1).

Los datos obtenidos en el anilisis cromatografico con
respecto a su absorcién de luz UV se compararon con la
informacion citada por otros autores en estudios semejan-
tes. A pesar de las diferencias evidentes por las caracteris-
ticas de las muestras, los datos derivados de la absorcion
en el UV de naringenina, kaempferol y cirsimaritina son
coincidentes con los reportados en la literatura disponible,
asi como el correspondiente al ion molecular del espectro
de masas (Harborne, 1984; Dey y Harborne, 1989; Man-
soury et al., 2005).

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante depende de la estructura qui-
mica del flavonoide, de la posicion y ndmero de sustitu-
ciones en el nicleo del flavonoide y en el anillo B (Pietta,
2000). La presencia de la doble ligadura entre C-2 y C-3,
asi como un -OH en C-3, y la orto-sustitucion en el anillo
B en C-3’ y C-4’, son indispensables para incrementar la
potencia de la actividad antioxidante de flavonoides (Lien
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et al. 1999; Harborne y Williams, 2000). Algunas de las
estructuras de los compuestos identificados en el extracto
de AcOET, contienen grupos —~OH libres en C-3, C-5, C-7
y C-4> 0 mono o di-metoxilados (-OCHs) en C-6, C-7 o
C-4’. La sustituciéon del ~OH libre por un -OMe en C-4’,
disminuye la capacidad de depuracion de radicales libres.

Estos resultados sugieren que en este extracto de aceta-
to de etilo hay un mayor nimero de estructuras con grupos
—-OH libres en posiciones estratégicas, que le confieren una
actividad antioxidante més alta que la que pudiera encon-
trarse en el extracto de MeOH, el cual por su consistencia
contiene gran cantidad de azficares que probablemente re-
ducen su actividad. Sin embargo, el derivado de quercetina
detectado en la fraccion II contiene —-OH libres en C-3, C-
5, C-7, C-3’ y C-4’, los cuales le confieren una actividad
antioxidante importante, tal vez semejante a la de la quer-
cetina (Harborne y Williams, 2000).

Los datos estadisticos obtenidos fueron significativos,
con excepcion del obtenido en el extracto de Hex en el
cual practicamente no hubo actividad antioxidante (Cuadro
2). En el resto de las muestras examinadas, la proporcién
de reduccion del radical DPPH fue alta a la concentracién
de 100 mg L. El extracto acuoso liofilizado también pre-
sent6 buen margen de neutralizacién del radical a la con-
centracién de 50 mg L. Los valores obtenidos en la curva
de ICso demuestran un poder antioxidante notable para los
extractos de prueba, entre los que destacan los obtenidos
del precipitado proveniente del extracto de AcOEt. El ex-
tracto acuoso (W) mostrd actividad antioxidante modera-
da, de acuerdo con el valor obtenido de ICso. En trabajos
similares para otras especies de Lippia (L. citriodora), se
ha documentado el alto poder antioxidante para una infu-
sién acuosa liofilizada y los autores han sefialado como
principales responsables de esta actividad a otros compo-
nentes presentes, entre ellos al verbascésido y a algunos
derivados de luteolina (Valentio et al., 2002).

CONCLUSIONES

Los flavonoides identificados en los extractos estudia-
dos son contribuciones importantes en la bisqueda de nue-
vas moléculas bioactivas. El extracto de acetato de etilo
presentd la actividad antioxidante més alta, lo cual es ven-
tajoso para el aislamiento de nuevos compuestos con acti-
vidad bioldgica. El tallo de L. graveolens var. berlandieri
demuestra ser una fuente potencial de flavonoides que po-
dria contribuir al desarrollo de nuevos compuestos con
aplicaciones en agronomia y medicina.
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Cuadro 1. Caracteristicas de los compuestos detectados en el andlisis cromatogrdfico.

Flavonoide Fraccion T. R. (EM/UV) Foérmula Ton molecular (M*) en m/z Absorcion
(min) condensada max(nm)
Naringenina 1 12.56/12.53 C1sH1205 M+ =273.15 240, 288
Kaempferol I 13.73/13.73 Ci1sH100s M™* = 287.25 240, 264, 368
Isokaempferido 1 14.01/14.45 C16H1206 M* =301.19 240, 268, 356
Pilosina I 14.54/14.87 Ci7H1407 M™* = 331.15 240, 272, 324
Cirsimaritina I 14.90/14.83 C17H1406 M™* = 315.18 240, 276, 332
Derivado de catequina 1 15.83/15.84 nd M* = 306.99 224, 240, 320
Hexdsido de quercetina 11 8.35/8.43 C21H20012 M* = 464.99 236, 256, 368

I = Fraccién 49 del extracto de AcOEt; II = Fraccion 41 del extracto de MeOH; T. R. (EM/UV) = Tiempo de retencién (Espectro de masas/Absorcién en
el ultravioleta); nd = No determinado; EE = Error estandar

Cuadro 2. Actividad antioxidante de los extractos de tallo de orégano por reduccion del radical DPPH.

Extracto Concentracion Reduccion del radical DPPH (%) ICs0 + EE
(mg L) (mg L)

w 5 18.1
50 87.6 31.83 £ 3.94
500 100

MeOH 10 13.4
100 91.5 16.40 + 1.31
1000 81.5

AcOEt 10 37.1
100 94.0 12.94 +1.10
1000 94.2

PAcOet 10 38.9
100 94.8 11.24 + 0.63
1000 95.0

Hex 10 0
100 3.4 nd
1000 27.1

W = Extracto acuoso liofilizado; MeOH = Extracto de metanol; AcOEt = Extracto de acetato de etilo; PACOEt = Precipitado obtenido del extracto de
AcOEt; Hex = Extracto de hexano; nd = No determinado; EE = Error estandar.
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Figura 1. Estructura quimica de compuestos detectados en el extracto de acetato de etilo del tallo de Lippia graveolens var. berlandieri. Cirsimaritina (4),

Naringenina (B), Kaempferol (C), Isokaemférido (D) y Pilosina (E).
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