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I INTRODUCCION

El orégano es una planta aromatica con sabor caracteristico, la
mayoria de los oréganos pertenecen a la familia Lamiaceae y Verbenaceae. A
nivel mundial se conocen dos tipos de orégano, el Mediterraneo (Origanum. sp.) y
el mexicano (Lippia sp.). El género Lippia Houst (Verbenaceae) es el mas
conocido en México, consiste en aproximadamente 200 especies de las que se
han examinado desde el punto de vista quimico sélo 46. La especie mas usada es
Lippia graveolens Humb.; Bompl. & Kunth o L. berlandien L. (Kintzios, 2002).
Actualmente se han determinado algunos problemas taxonémicos dentro de la
familia Verbenaceae, un ejemplo de esto es el caso de Lippia graveolens ya que
varios autores mencionan otras especies en sinonimia con ésta especie. Nash y
Nee (1984) registran las siguientes especies dentro de Lippia graveolens,
mostrando asi, el problema taxonémico que existe dentro de ésta especie.

Lippié graveolens Humb.; Bompl. & Kunth, Nov. Gen. Sp. 2:266.1818. Tipo:
México, Campeche, Humboldt & Bonpland s.n.

Lantana origanoides Martens & Galeotti, Bull. Acad. Roy. Sci. Bruxelles
11(2):327. 1844. Tipo: México, Galeotti 784.

Lippia berlandieri Schauer, en DC., Prodr. 11:575. 1847. Sin tipos: México,
Tamaulipas, between Santander and Victoria, Berlandier 2252 (G), Oaxaca,
Andrieux 166 (B), San Bartolo, Ehrenberg 720 (B).

Goniostachyum graveolens (Humb.; Bompl. & Kunth) Small, Fl. Southeast. U.S.
1012. 1903.

La planta tiene, como uno de los principios activos, un aceite esencial de un
olor intenso muy caracteristico, cuyo componente principal es el carvacol
(Maldonado, 1991), la mayoria de los reportes cientificos se basan en estudios de
estos aceites esenciales. De manera adicional se han aislado y caracterizado
algunos metabolitos secundarios no volatiles como iridoides, fenilpropanoides,
naftoquinoides y flavonoides (Catalan y Lampasona, 2002).



Los metabolitos secundarios se caracterizan por la gran heterogeneidad de
su estructura quimica y su distribucién restringida. Se forman gracias a la accion
de enzimas codificadas por material genético especial. La expresion del
metabolismo secundario, se entiende como un aspecto de especializaciéon celular
o bien de nueva formacion de células especializadas por integracion, en los
programas de diferenciacion y desarrollo del organismo productor. Existe una falta
de continuidad filogenética en muchos de ellos. Aunque las rutas biogenéticas de
los metabolitos secundarios son bien documentadas poco se sabe acerca de la
manera especifica que actian, de los factores mas destacados que influyen sobre
el metabolismo secundario, de los mecanismos moleculares que integran la
biosintesis de un producto secundario en los programas de diferenciacion y
desarrollo de un organismo (Orellana et al., 1999).

Entre los principales metabolitos secundarios podemos citar: compuestos
alifaticos, carbociclicos y heterociclicos, compuestos que contienen nitrégeno,
fosforo y azufre, compuestos saturados e insaturados, glicésidos, péptidos, acidos
hidroxicinamicos, azometinas que contiene grupos funcionales diversos (hidroxilo,
epoxidos, éster, éter, amino, nitro, carboxilo). En general, entre mas reacciones
quimicas se necesiten para sintetizar un compuesto secundario, mas restringida

sera su distribuciéon geografica (Orellana et al., 1999).

La probabiidad de que una via metabdlica se desarrolle
independientemente durante la evolucién, en grupos diferentes de organismos,
disminuye a medida que aumenta su complejidad. Por lo tanto, los metabolitos
secundarios con estructuras quimicas complicadas son importantes desde el
punto de vista taxonémico. El efecto que los metabolitos secundarios tienen sobre
la comunidad depende de su estructura quimica particular, las mezclas de los
mismos, las condiciones fisico-quimicas del sustrato a través del cual actian y la
composicién microbiolégica y el clima. Existen diferentes factores que afectan la
cantidad de metabolitos secundarios producidos por las plantas, como radiacién
(calidad de la luz, intensidad de la luz, foto periodo); edad, estado fenologico y



érgano de la planta; deficiencias minerales (nitrégeno, azufre, fésforo, potasio,
magnesio, boro, calcio); temperatura; estrés hidrico; compuestos organicos;
genética (Orellana ef al., 1999).

Entre los metabolitos secundarios podemos encontrar grupos de presencia
y distribucion més constante, se ha comprobado que el control genético es
determinante y estos compuestos son més o menos especificos de ciertos grupos
de plantas, por ejemplo, los terpenos abundan en las coniferas, los alcaloides en
las ranunculaceas, los taninos en las fagaceas y los aceites esenciales en las
labiadas (Orellana ef al., 1999).

El material con el que se trabajé dentro de este proyecto es un conjunto de
plantas silvestres que se encuentran expuestas a diferentes cambios climaticos y
de suelo. Estos cambios climaticos afectan la produccion de metabolitos
secundarios, por lo que existe un gran interés por determinar la cantidad y
actividad biolégica de los compuestos fenélicos de Lippia graveolens de diferentes

regiones.

Il. ANTECEDENTES

.1 Usos e importancia de Lippia graveolens Humb.; Bompl. & Kunth
(Verbenaceae).

A nivel mundial se conocen dos tipos de orégano, el Mediterraneo y el
mexicano, este Ultimo incluye principalmente la especie Lippia graveolens (Figura
1). Esta es una planta caducifolia, crece en climas semiaridos, y tradicionalmente
se usa como antiséptico intestinal (Morton, 1981), antiespasmédico (Forestieri et
al., 1996), analgésico, antiinflamatorio, antipirético (Caceres et al., 1993), abortivo
(Dominguez et al, 1998) y para el tratamiento de desordenes menstruales
(Compadre ef al., 1986) y diabetes (Morton, 1981).



Como ya se mencioné anteriormente el componente principal del aceite
esencial del orégano es el carvacol, esta sustancia tiene una actividad antiséptica
muy enérgica, por lo que se usa para el tratamiento de las infecciones de
estdmago, como vermifugo, antiespasmaédico y expectorante (Maldonado, 1991).
Dentro de la literatura se ha reportado el uso del orégano como afrodisiaco,
estimulante del cuero cabelludo para evitar la calvicie (Almeida, 1991), diaforético,
ténico para los nervios, funguicida, expulsivo de gusanos parasitos estomacales,
para el alivio de dolores de cabeza, indigestion, picadura de insectos y dolores de
muelas (Cavazos, 1991). El aceite esencial es ampliamente utilizado como
ingrediente basico en la industria refresquera y de cosméticos (Maldonado, 1991).

El orégano era utilizado en la Roma antigua como hierba aromatica
culinaria y medicinal. Era la representacién de un simbolo de paz y de felicidad. En
el México prehispanico el uso del orégano se dirigia mas hacia aplicaciones de
caracter medicinal que como especie culinaria (Maldonado, 1991).

Aunque el uso de Lippia graveolens como condimento y hierba curativa
empez6 desde las antiguas culturas mexicanas, este continia hasta nuestros dias.
Recientemente la recoleccion y el procesamiento de hojas de orégano ha llegado
a tener gran importancia econémica ya que el 90% del total de la produccién se
destina a la exportaciéon (Cavazos, 1991).

De manera adicional Salgueiro y colaboradores (2003) determinaron la
actividad antimicrobiana del aceite esencial, demostrando que éste presenta una
actividad significativa contra Escherichia coli; Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis; Streptococcus faecalis; Proteus vulgaris; Candida
albicans; Cryptococcus neoformans; Cladosporium cladosporioides; Aspergillus
nigery Aspergillus fumigatus.
























Gracias a estos estudios Skoula y Harborne (2000) clasifican de una
manera geografica los diferentes grupos en los que se pueden observar las
diversas especies del género Origanum en el Mediterraneo. Asi como el
comportamiento de este género a nivel geografico e intrafamiliar. Por lo que nos
da la pauta para llevar a cabo estudios similares con Lippia graveolens aunque a

un nivel geogréfico mucho menor.
D. Estudios quimicos y biolégicos preliminares.

Plantas con flores, helechos, musgos, hepéticas, y entre ellos el orégano,
contienen diversos tipos y cantidades de compuestos fenélicos, mismos que tal
vez son subproductos del metabolismo. Los compuestos fenolicos poseen un
anillo aromatico al que se unen diversos grupos sustituyentes, como hidroxilo,
carboxilo y metdxilo y a menudo otras estructuras ciclicas no arométicas
(Salisbury y Ross, 1994).

E! orégano, comercializado en México, se obtiene basicamente de
plantaciones silvestres y su calidad se define por la cantidad y composicién de su
aceite esencial. Sin embargo, es importante caracterizar su contenido de
compuestos fendlicos ya que estos no sblo presentan actividades farmacologicas
interesantes (antioxidante y anticarcinogénico) sino también las estructuras
quimicas son usadas para correlacionar diversas diferencias morfolégicas entre
especies muy relacionadas en un género en particular. Por ejemplo, los
flavonoides que se presentan en especies relacionadas de un género dan a los
taxdnomos informacién que puede utilizarse para clasificar y determinar las lineas
de evolucién vegetal (Salisbury y Ross, 1994).

La composicién quimica del aceite esencial de Lippia H. ha sido investigada
mediante cromatografia de gases, encontrandose que éste posee un alto
contenido de monoterpenos hidrocarbonados y oxigenados, siendo el carvacol, p-
cumeno y timol los mayoritarios. Algunas de estas estructuras las podemos
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observar en el cuadro 1a (Salgueiro et al., 2003), en el que s6lo se muestra los

compuestos mayoritarios.

Los compuestos fendlicos se diferencian de los lipidos porque son mas
solubles en agua y menos solubles en solventes organicos no polares. Sin
embargo, algunos compuestos fendlicos son un tanto solubles en éter, en especial
cuando el pH es tan bajo para impedir la ionizacién de cualquier grupo carboxilo e
hidroxilo presentes (Salisbury y Ross, 1994).

Estas propiedades permiten la separacion de tales compuestos de otros.
Existen otros compuestos fendlicos que surgen también de la ruta del Acido
sikimico y de reacciones subsecuentes. Se han detectado que éstos previenen
enfermedades en plantas resistentes a patégenos (Salisbury y Ross, 1994).

Un punto de interés en los compuestos fendlicos es la oxidacion lipidica, la
que ocurre cuando el oxigeno reacciona con los lipidos en una cadena de
radicales libres que llevan a cambios en los complejos quimicos. La oxidacién de
lipidos, causa la pérdida de calidad en las comidas. En vivo, la oxidacién de los
lipidos puede jugar un papel en enfermedades del corazdn, arterioesclerosis,
cancer, y en el proceso de envejecimiento (Jadhav et al., 1996).

Los antioxidantes son compuestos que pueden tardar o pueden inhibir la
oxidaciéon de los lipidos. Cuando estdn agregados a los alimentos, los
antioxidantes reducen al minimo rancidez, retardan la formacién de los productos
toxicos de la oxidacion, mantienen calidad alimenticia, y aumentan la vida util
(Jadhav et al., 1996).

Con respecto a otros constituyentes, se han aislado de Lippia graveolens,
los flavonoides, naringenina y pinocembrina, el naftoquinoide, lapaquenol (ver
cuadro 1b. Dominguez et al., 1998), y diez iridoides (Ver Cuadro 1c-d. Rastrelli et
al., 1998). Pocos son los estudios relacionados con el aislamiento de los
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metabolitos secundarios de Lippia graveolens y mas escasos son los reportes de

las actividades bioldgicas.

I.3. Oftros estudios realizados con Lippia graveolens Humb.; Bompl. &
Kunth y su importancia econémica.

También se han llevado a cabo algunos trabajos sobre aspectos
econdmicos. La informaciéon sobre su reproduccidn es escasa, de acuerdo a
estudios realizados, se ha observado que ésta, es muy baja debido a que la
floracion y semillacion concuerda precisamente con su fecha de recoleccion
anulando practicamente su regeneracion natural (Vazquez, 1991).

Por ofra parte Cavazos (1991) llevé a cabo estudios en cuanto a la
produccién de orégano y su ecologia, en este estudio observé que la cosecha y
procesamiento de las hojas de orégano tienen una importancia econdémica
significativa para México, debido a que un gran nimero de individuos se
benefician con la recoleccion de esta especie. Casi la totalidad de la producciéon es
exportada, siendo los Estados Unidos el principal importador.

Cavazos (1991) menciona que en los sitios de orégano econdmicamente
importantes se encontraron diferencias significativas en la produccion de hoja, y
que estas diferencias no pudieron atribuirse a las caracteristicas del suelo que se
consideraba en el estudio. Por lo que los factores geograficos de los sitios y su
manejo tuvieron una mayor influencia en estas diferencias en produccién.

En el caso del orégano, la composicion basica del aceite esencial varia con
la fuente de la planta y el area geografica de crecimiento. Basandose en lo
anterior, se puede inferir que el género Lippia H. posee una diversidad genética
rica en sesquiterpenoides y también que la variacién putativa es intraespecifica y
heredada (Kintzios, 2002).
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et

L. Nombre [ Estructura |
Monoterpenos ' E
Timol :
OH
[Monvoterpenos - ) ‘
Cumeno
{
[ Monoterpenos - .
; OH
Carvacol { g
f |

Cuadro 1a.- Estructuras quimicas reportadas por Salgueiro et al. (2003) para

Lippia graveolens. Se muestran sélo los compuestos mayoritarios.

15



[ Nombre [ Estructura o
Flavonoides OH E
3 |
oI
Naringenina i O‘
i ! OH o )
| Flavonoides ! |
b i '
': |  HO O |
f Pinocembrina ; O‘
|
OH O i
Naftoquinoides OMe
Lapaquenol

Cuadro 1b.- Estructuras quimicas reportadas por Dominguez et al. (1998) para

Lippia graveolens. Se muestran s6lo los compuestos mayoritarios.
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I

Nombre

Estructura

Iridoides

1.- Acido carioptosidico
2.- 6’-O-p-coumarol

3.- 6’-O-caffeol

4.- caryoptosido

Iridoides

5.- loganina
6.- acido loganinico

HO

Cuadro 1c¢.- Estructuras quimicas reportadas por Rastrelli (1998), para Lippia
graveolens. Se muestran sélo los compuestos mayoritarios.
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[ _Nombre [ Estructura !
Iridoides ! R  COOCH, '
i
' A
7.- secologanina : O
8.- secoxyloganina ! OGlu
9.- dimetil-secologanoside :
; 7.R=CHO !
| 8. R = COOH |
9. R = COOCHj,
Iridoides A — ~ COOR —

Acido epiloganico

-~
-~
-
-

OGlu

Cuadro 1d.- Continuacion de las estructuras quimicas reportadas por Rastrelli

(1998), para Lippia graveolens. Se muestran sélo los compuestos mayoritarios.

18



IV. HIPOTESIS

Si se determinara una relacién entre el contenido de los compuestos
fenélicos y la actividad antioxidante, con los aspectos morfologicos desde el punto
de vista fenético, de las muestras de Lippia graveolens Humb.; Bompl. & Kunth;
entonces; sera probable que se encontrara alguna diferencia taxonémica

significativa a nivel infraespecifico.
V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre el contenido de los compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante con los aspectos morfolégicos de las muestras de Lippia
graveolens Humb.; Bompl. & Kunth colectadas en diferentes localidades de los
estados de Querétaro, Puebla y Guanajuato.

V. OBJETIVOS PARTICULARES
@ Detectar los posibles patrones de variacién taxonémica en las poblaciones
de Lippia graveolens Humb.; Bompl. & Kunth de las diferentes localidades

de los estados de Querétaro, Puebla y Guanajuato, utilizando evidencia
fenética y fitoquimica.

4 Cuantificar los fenoles totales de las muestras de Lippia graveolens
colectadas en etapa de floracion.

€ Cuantificar los flavonoides totales de las muestras de Lippia graveolens
colectadas en etapa de floracion.

€ Determinar la actividad antioxidante de cada muestra de Lippia graveolens

colectadas en etapa de floracién.
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Vil. .MATERIALES Y METODOS
Vil.1. MATERIALES

Estudio fenético:

@ Vernier
@ Programa Jump Statistics Made Visual (JMP)
€ Programa de Arc View 3.1

Procesamiento del material vegetal:

& Balanza granataria marca Ohaus.
@ Mortero de porcelana con pistilo

Procesamiento del extracto metanélico:

@ Rotaevaporador Biichi.
& Bomba de alto vacio para rotaevaporador 0.1 microHg motor % HP
@ Soxhlet

@ Hexano, acetona y metanol grado reactivo.
Anaélisis de fracciones:

® Agentes de soporte cromatogréafico para la realizacion de cromatografia en:
¢ placa cromatografica analitica con gel de silice 60 F254 sobre
aluminio (0.2 mm, Merk).
€@ Céamara de vidrio para placas cromatograficas.
@ Lampara de UV marca Spectroline, modelo CL-50 con gabinete.
@ Aspersor de vidrio.
@ Agente revelador de sulfato cérico.

@ Parrilla eléctrica marca Lindberg.
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Cuantificacion de acido rosmarinico:

& Sistema de cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC) marca
Waters que incluye:
¢ sistema de control y bombeo modelo 600E con capacidad analitica y
semipreparativa.
¢ valvula de inyeccién manual Rheodyne modelo 7725.
¢ desgasificador electrénico Metachem Technologies Inc.
¢ detector UV/VIS programable modelo 486.
& estacion de trabajo Millenium para analisis y procesamiento de
datos.
& Columna cromatografica analitica de fase inversa C18 (Prop Nova-Pak HR,
60 A, 6 pm, 3.9X300 mm, marca Waters).
@ Disolventes organicos grado HPLC maka Baker:
¢ metanol
 acetonitrilo
@ Agua grado HPLC
@ Para la filtracién de disolventes:
¢ membranas de nylon y propileno hidrofilico (47 mm de diametro y
0.45um de poro)
@ Para la filtracion de muestras:
¢ acrodiscos GHP 0.2 pmy 13 mm.
@ Jeringa para inyeccién (500 pl) marca Kloehn.
@ Jeringas micrométricas y desechables (3ml).

Cuantificacién de fenoles y flavonoides:
@ Folin Ciocalteu 1N
@ Carbonato de Sodio al 20%

@ Solucion Estandar de Acido Galico (0.1 mg/mL)
€ Nitrito de Sodio al 5%
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@ Cloruro de Aluminio al 10%

@ Hidroxido de Sodio 1M

€ Gradilla

@ Tubos de ensayo

@ Matraces aforados de 25mL con tapén

@ Viales de vidrio

@ Espétula

@ Pipeta de 1.0 mL (utilizar de preferencia pipeta automatica del 1 mL)
@ Pipeta de 0.1mL (utilizar de preferencia pipeta automética de 0.1 mL)
@ Pipeta de 0.2 mL (utilizar de preferencia pipeta automatica de 0.2 mL)
@ Pipeta Pasteur

@ Bulbo para pipeta

@ Piceta con agua destilada

@ Celdas de plastico para el espectrofotometro

Determinacién de la actividad antioxidante:

@ Reactivos:
¢ metanol
¢ DPPH
¢ BHT
¢ Naringenina
¢ agua destilada
¢ TROLOX
@ Matraces aforados de 10 mL
@ Sonicador
@ Pipetas Pasteur
@ Placas con pozos de fondo plano
@ Pipeta multicanales
@ Lector MRX (Dynex Technologies Inc., Chantilly, VA)

@ Papel aluminio.
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VIl.2. METODOS

A. Estudio Fenético.

Se llevé a cabo un andlisis de la morfologia de Lippia graveolens Humb.;
Bompl. & Kunth, con el fin de seleccionar los caracteres que se tomarian en
cuenta para el estudio fenético. Se visitaron diferentes herbarios entre ellos:
Universidad Nacional Auténoma de México (MEXU); Universidad Autbnoma de
Querétaro (QMEX) y el del Centro Regional del Bajio del Instituto de Ecologia
(IEB).

Se tomaron los datos ecolégicos y geograficos de cada ejemplar, para llevar
a cabo un andlisis con el fin de observar, si es que hay alguna variacién en cuanto
al habitat de Lippia graveolens. Con los datos geograficos de cada ejemplar
analizado, se obtuvo la distribucion de Lippia graveolens en un mapa de la

Republica Mexicana, este mapa fue procesado en el programa de Arc View 3.1.

Se revisaron un total de 39 ejemplares y con la ayuda de un vernier se
midieron todas las partes de la planta. En el cuadro 2, se muestran las partes de la
planta que se midieron para el analisis fenético, los datos morfologicos de cada
ejemplar se capturaron en una base de datos y mediante el programa Jump
Statistics Made Visual (JMP) se disefio un dendrograma, para correlacionar
diferencias geogréaficas con variacion fitoquimica. Se llevo a cabo la medicion de la
distancia y la similitud usando datos continuos y el anélisis del grupo mas cercano

para obtener el fenograma.

Se obtuvieron dos dendrogramas diferentes, en el primero de ellos, se
tomaron en cuenta los datos morfolégicos de las plantas de todos los estados que
se analizaron. El segundo dendrograma, se obtuvo sélo con los datos obtenidos
de las plantas de los estados de Querétaro, Puebla y Guanajuato, ya que Lippia

graveolens es la que mas se usa en la zona centro de la Republica Mexicana.
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Obtencién del material botanico para el estudio quimico.

El orégano fue colectado por la Biol. Rosalia Ocampo Velazquez,

estudiante del doctorado en Recursos Biéticos, en etapa de floracién. El material
se secd en una estufa a una temperatura controlada de hojas y flores fueron
separadas de las plantas.

I Diametro del tallo pr principal _

LNumero de nodos por tallo
| Tamario de ramas secundanas

E[Dlametro de ramas secundarias
;

] Numero de nodos en rama secundaria

Partes de la planta Unidades

- l
‘Numero entero
cm

HE
l
|
|
l
3
—
”__“_ ,:L__‘ ) Numero entero

I ___Namero entero

i[ Numero de pares de venas

_gl Tamaiio del peciolo ___ctm I
lLargo de hoja o cm |
glAncho de hoja o cm . g
i
:

| Numero de inflorescencia por rama

i‘l Numero de inflorescencia por nodo ___m__*[ Numero entero

!

ITamano de la inflorescencia || cm E
| Tamario del pedunculo i| cm 1
[ Diametro mayor de la cabezuela R _em |
| Didmetro menor cabezuela ] cm |
élTamaﬁode laflor B em |
j| Tamario del tubo o | _._¢em __d
é] Tamanio de los I6bulos l om ...}
[Numero de las flores B _Numero entero i
| Nimero entero  §

|

§| Numero de bracteas por cabezuela
i Tamafo de bracteas

cm

Cuadro 2.- Datos morfoldgicos para cada ejemplar junto con las unidades

en las que se registraron.
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En el siguiente cuadro (Cuadro 3) se muestran las localidades donde fueron
colectadas las muestras. En las figuras 3, 5 y 7 se muestran los mapas de los
estados con las localidades en donde fueron colectados el material botanico y en
las figuras 4, 6 y 8 se muestran las fotografias de las zonas de colecta:

f[ ESTADO |  MUNICIPIO LOCALIDAD gl
1 - l . ! AltE) Bonito, Lucio ‘;
% | Balderas _gl
: El Portugues

% \ ;mEn;amadas T
| Querétaro i Pefiamiller ‘~——~—~ e i
g | i [ Extoras WEI
E - San Lorenzom ] i
E , San Ignacio !
gl — Guanajuato --._i__~_ Victo—r-ii ‘jm ; ’ wSalitrera :- }}'
§ ~ Puebla | SanJuanRaya | Zapotitlan Salinas E

Cuadro 3.- Localidades donde fueron colectadas las muestras
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