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Resumen

En el mundo, anualmente mueren 66,000 personas por melanomas malignos y otros tipos de
cancer de piel. La principal causa de esta patologia es la exposicion a la radiacién ultravioleta
y los radicales libres que se producen en la piel ya que al incrementar pueden causar ciertos
dafos a las biomoléculas; por lo que la produccion y consumo de antioxidantes en la dieta es

de suma importancia.

Algunas plantas con estas propiedades son Lippia graveolens (orégano comun) y especies
del género Plectranthus, como P. amboinicus, la cual es nativa de Taiwan y fue introducida a
Ameérica por sus cualidades organolépticas parecidas al orégano, con la que ademas
comparte ciertos compuestos activos, que le dan un aroma similar. El objetivo principal de
este trabajo fue la deteccion preliminar de los metabolitos secundarios de los extractos de P.
amboinicus, y conocer sus propiedades antioxidantes. Para esto se hicieron tres extractos
por la técnica de maceracion a partir de las partes aéreas de la planta con solventes de

diferente polaridad: hexano, diclorometano y metanol.

Se obtuvo un primer aceite esencial en la temporada de secas (1) y la particion hexanica del
extracto acuoso. De igual modo otros dos aceites esenciales se extrajeron de plantas
crecidas en la época de lluvias; uno de estos con una planta expuesta a la radiacién solar (2)
y otro con la planta cultivada en la sombra (3). El extracto hexanico, los aceites esenciales y
la particidbn hexanica se analizaron por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas.

Las cromatografias del extracto hexanico revelaron principalmente hidrocarburos y &cidos
grasos. El aceite esencial 2 reveldé la mayor cantidad de compuestos quimicos del tipo
terpénico, seguido del aceite esencial 3, la particion hexanica y el aceite esencial 1, los
cuales contenia principalmente aristoleno, cariofileno, alfa cariofileno, cadineno y copaeno.
Los tres extractos obtenidos con solventes de diferente polaridad fueron sometidos a un
barrido en el espectrofotometro, donde todos, absorbieron luz en el rango de la luz visible
sugiriendo la presencia de algunos pigmentos fotosintéticos. De igual manera absorbieron en

el rango de la luz ultravioleta, debido a la presencia de compuestos con dobles ligaduras.
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En las pruebas cualitativas para la deteccibn de metabolitos secundarios (fendlicos,
alcaloides, glucosidos y terpenos), los extractos de diclorometano y metanol resultaron
positivos a la mayoria de las pruebas. Los aceites esenciales y la particion hexanica dieron
positivo a terpenos. Todos los extractos anteriormente mencionados tienen capacidad

antioxidante.

En conclusién: P. amboinicus es rica en compuestos terpénicos, pero las condiciones de
cultivo de influyen en la abundancia y tipo de compuestos que produce, siendo la época de
secas la ideal para la obtencion de aceites esenciales pues hay mayor rendimiento; mientras
gue en la temporada de lluvias hay mas diversidad compuestos quimicos. A pesar que P.
amboinicus y L. graveolens comparten caracteristicas aromaticas, no tienen los mismos

compuestos antioxidantes.

Palabras clave: Aceite esencial, antioxidante, radiacion UV, Plectranthus amboinicus.
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Introduccion

En el Informe Mundial del Cancer 2012, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) da a
conocer que en ese afio se registraron 8.2 millones de nuevos diagnésticos de cancer en
general y se estima que esa cifra subird a 22 millones anuales en las proximas dos décadas.
Mas del 60% de los casos se concentran en Africa, Asia, América Central y del Sur. En estas
regiones se tiene registro de 70% de las muertes a nivel global (Organizacion de las
Naciones Unidas ONU, 2014). Probablemente, debido a la cantidad de radiacion solar que
llega a estos paises pues estan cercanos al ecuador, la escasa proteccion, la falta de
deteccidbn médica temprana y/o los insuficientes recursos econdémicos para sustentar los
tratamientos (OMS, 2003).

A nivel mundial se tiene un estimado de entre dos y tres millones de casos nuevos de cancer
no melanocitico y mas de 130,000 de cancer melanocitico. Aunado a esto se considera que
anualmente sucumben 66,000 personas por melanomas malignos y otros tipos de cancer de
piel en el mundo (OMS, 2003). La principal causa de esta patologia es la exposicién a la
radiacion ultravioleta (UV) y los radicales libres (RL) que se producen en la piel (Alvarez,
1995).

Los radicales libres se encuentran de una manera normal en las células. El tipo y
concentracion es dependiente de cada perfil celular, cuando estos disminuyen o incrementan
por diferentes factores, llegan a acarrear importantes alteraciones en las estructuras
celulares como las mitocondrias, el ADN o las membranas lipidicas, esto se ha relacionado
con problemas como arterosclerosis, envejecimiento, epilepsia y desarrollo de tumores, entre
otros (Rodriguez, 2001).

Para aminorar el estrés oxidativo es necesario el correcto funcionamiento de los sistemas
antioxidantes endogenos y el consumo de antioxidantes mediante la dieta, por lo que se han
estudiado plantas comestibles con este tipo de compuestos quimicos, como es el caso de
Lippia graveolens (6regano) la cual sintetiza flavonoides conocidos por su capacidad

reductora (Gonzalez et al., 2007). De igual modo se tiene conocimientos de algunas otras

ltzia Raquel Martinez Estrada 9



especies del género Plectranthus, las cuales son conocidas por su alto contenido de aceite
esencial y su similitud con el déregano en cuanto a sus caracteristicas aromaticas,
comestibles y principios activos, dominando en el género la presencia de fenoles y
sesquiterpenos, el a-copaeno, trans-cariofileno y éxido de cariofileno, entre otros (Bandeira et
al., 2011).

Debido a la similitud que presenta P. amboinicus con L. graveolens, ésta planta fue
introducida a algunos paises de América por sus caracteristicas organolépticas, siendo este
arbusto nativo de Asia oriental a pesar de ello esta especie logré adaptarse y distribuirse
ampliamente por las zonas tropicales del mundo (Menéndez y Pavon, 1999). Diversos
trabajos mencionan al aceite esencial de P. amboinicus como una fuente de metabolitos
secundarios con capacidad antioxidante, como el carvacrol, timol, Y-terpineno y p-cimeno,
los cuales son abundantes en esta planta (Muiioz-Acevedo et al., 2009; Gomes et al., 2014;
Yuan-Siao et al., 2014). Sin embargo, hasta este momento no existen estudios donde se
hayan hecho extracciones con solventes de diferente polaridad en diferentes temporadas
ambientales, tampoco se tiene una aproximacion sobre el potencial antioxidante de sus

extractos y aceites esenciales.

Marco Teorico

La piel

La piel es parte del sistema tegumentario y el érgano mas grande del cuerpo humano,
formado por un conjunto de células organizadas en capas con diferentes carcteristicas y
funciones, entre ellas la proteccién a patdgenos, evita la pérdida de fluidos, ayuda a la
regulacion de la temperatura corporal y proteccion de factores medioambientales (Goldsmith
et al., 2014; American Cancer Society (ACS), 2015).
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La piel se divide en tres grandes tejidos:

Epidermis

La epidermis es una capa de células con un grosor aproximado de 0.2 mm, integrada en su
mayoria por queratinocitos; asi mismo, la epidermis se divide en cuatro estratos: el cérneo,
seguido del escamoso, granuloso y basal donde se forman los queratinocitos. El estrato
corneo es la capa de células mas externa y por lo tanto la que se expone directamente a los
factores medioambientales, formado principalmente por queratinocitos totalmente

cornificados, aplanados y anucleadas (Goldsmith et al., 2014; Infocancer, 2015).

El estrato granuloso se localiza por debajo del estrato corneo y se diferencia por la presencia
de granulos de queratina y queratohalina en las células, éstas ayudan a la formacion de la
barrera epidérmica (Goldsmith et al., 2014)

El estrato espinoso se localiza por encima del basal, su nombre se debe a la apariencia que
dan los desmosomas de las células, los cuales se encargan de la union de éstas. En el
estrato basal se encuentran los melanocitos productores de melanina, que es transferida a
las células cercanas; este pigmento es el responsable de dar el color a la piel, y protege de
los de los efectos dafiinos del Sol. En el estrato basal se forman los queratinocitos
responsables de la creacion de fibras de queratina. Finalmente, se localiza la lamina basal la

cual delimita la epidermis (Goldsmith et al., 2015; Infocancer, 2015).

Dermis

La dermis es el tejido conectivo fiboroso mas grueso que la epidermis, constituida
principalmente por fibroblastos productores de colageno, proteina responsable de la
elasticidad de la piel; asi mismo, se encuentran vasos sanguineos, receptores sensitivos,

foliculos pilosos y glandulas sudoriparas (ACS, 2015).
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Hipodermis

La hipodermis esta compuesta por el tejido subcutaneo adiposo, esta capa tiene la funcion
de actuar como un aislante térmico y en la proteccién de lesiones fisicas y mecanicas
(Infocancer, 2015).

El cancer de piel

Las células de la piel pueden desarrollar cancer, por algunos factores genéticos como la baja
cantidad de melanina, mutaciones genéticas asi como por el dafio inducido por factores
ambientales: la contaminacion, el calor, el exceso de radicales libres y la radiacion solar UV,
entre otros. No obstante las personas que viven en los paises cercanos al ecuador, aunque
no cumplan con los factores genéticos mencionados anteriormente, también son susceptibles
a sufrir este padecimiento de la piel ya que la exposicidon a la radiacion UV es mayor,
provocando dafios a las moléculas de las células como el ADN y los lipidos de membrana, lo
gue incrementa el riesgo de poseer esta enfermedad (Friedman et al., 1993; Chu y Endelson,
1999).

El cancer de piel es uno de los mas comunes en el mundo. La radiacién solar, en especial la
radiacion ultravioleta, favorece el desarrollo de preneoplasias epidérmicas siendo esto una
alteracion en los queratinocitos epidérmicos (Friedman et al., 1993; Chu y Endelson, 1999;
Gutiérrez, 2003).

El carcinoma de piel més frecuente es el de las células basales, presentandose en 8 de 10
casos de cancer de piel, se caracteriza por ser muy invasivo, por su cercania a los ganglios
linfaticos, sin embargo, su desarrollo es lento por lo que si se detecta y trata adecuadamente
rara vez llega a metéastasis (Chu y Endelson, 1999; Gutiérrez, 2003; ACS, 2015).

En la epidermis se desarrolla el melanoma. La sefial mas evidente de esta anomalia es su

rapido crecimiento y la coloracién, que puede ser café o negro cuando las células producen
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melanina, sin embargo, cuando no se produce, el color del tumor sera blanco o rosa. Por lo
gue su presencia es notoria en la piel. Este carcinoma tiene una gran capacidad de llegar a
metastasis ya que invade rapidamente la dermis y los vasos sanguineos en ella, por lo que
es de suma importancia su diagnostico y tratamiento oportuno (Chu y Endelson, 1999;
Gutiérrez, 2003; ACS, 2015).

La radiacion ultravioleta

La radiacién UV va del rango de los 200 a los 400 nanémetros (nm) y se clasifica en tres
categorias (Alvarez, 1995; Chu y Endelson, 1999; Sordo y Gutiérrez, 2013):

La UVC de mayor energia comprende de los 200 a los 290 nm. Esta es absorbida por la
atmosfera terrestre, principalmente por la capa de ozono, ya que participa en la formacion de

la misma.

La UVB de 290 a 320 nm si puede llegar a la supercifie terrestre, al tener contacto con la piel
puede penetrar la epidermis. La radiacion UVA (320-400 nm) es la de menor energia, capaz
de penetrar mas profundo hasta la dermis e inducir pigmentacién inmediata o tardia,
alteraciones del tejido conectivo dérmico, liberacién de mediadores vasoactivos y generacion
de radicales libres. El dafio causado por la radiaciéon UVA y la UVB puede ser significativo
para el desarrollo del cancer de piel y metastasis, asi como favorecer el estrés fotooxidativo

en la piel por los radicales libres.
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Radicales libres

Los radicales libres (RL) se encuentran de una manera normal en la célula y los tejidos, son
particulares de cada linea celular y algunos permiten la mejor adaptacion al medio ambiente.
Sin embargo, cuando estos disminuyen o incrementan por diferentes factores bioldgicos,
guimicos o fisicos, como la radiacion UV, conducen a importantes alteraciones funcionales en
la célula, al oxidar estructuras quimicamente susceptibles, tal es el caso de los acidos grasos
de las membranas celulares y el &cido desoxirribonucleico (ADN) (Rodriguez, 2001;
Martinez, 2005).

Un RL es un &tomo o molécula que presenta en su estructura atbmica uno o mas electrones
desapareados (impar) en su orbital externo siendo altamente reactivo, por lo que tienden a
captar electrones de otras moléculas y asi poder completar el orbital externo, provocando
que la molécula que cedi6 el electrén se oxide e inicie una reaccion en cadena (Rodriguez et
al., 2001; Avello y Suwalasky, 2006).

Los RL se pueden formar por una ruptura homolitica de los enlaces moleculares, donde cada
una de las moléculas capta un electron quedando desestabilizada formando asi un RL

(Flores y Ramirez, 1995; Martinez, 2005). Esto se ejemplifica en la Figura 1.

Energia

O o 0

A«sB— A+ B

, Radical Radical
molécula

Figura 1: Formacion de radicales libre por ruptura homolitica.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son las diferentes formas quimicas en las que se
presenta el oxigeno molécular, de acuerdo al posicionamiento electronico. EI acomodo
electronico determina la reactividad de la molécula. Esto se puede explicar partiendo del

oxigeno en estado basal (O;). El cual es un birradical al presentar en el enlace =«
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antienlazante dos electrones con el mismo spin (Figura 2). A partir de esta forma y con la
radiacion solar como energia el spin de uno de estos electrones puede cambiar, logrando
generar alguna de las dos formas de oxigeno singulete (1 y 2). La diferencia radica en la
colocaciéon de los electrones ya que si bien éstos tienen el mismo spin no tienen la misma
posicion en el enlace, por consiguiente solo la forma singulete 1 sera el radical. Estas dos
formas de oxigeno son tipicas de las plantas (Martinez, 2005).

La formacion de las ERO se puede interpretar como la adquisicion de un electrén, asi pues si
el oxigeno basal capta un electrén con un spin diferente al existente (1\ ) este pasara de ser

biradical a ser un radical superoxido. Si el superéxido acepta un electron se formara el ion
perdxido el cual no es radical al tener completo su nivel T antienlazante. Sin embargo, al

aceptar un electron mas en el enlace sigma el ion sera hidroxilo, considerado el mas reactivo
de las ERO (Montero, 1996; Rodriguez et al., 2001; Venereo, 2002, Martinez, 2005).

Especies Reactivas de Oxigeno

P
mmm@f\,

N

o L L L L
L tdtr T ftT NN NN NN
Singulete Singulete Estado - lon - .
1 5 basal Superoxido peroxido Hidroxilo | Agua
0, 0. 0, 0O,-* H,0, "OH H,0
NO  Radical Biradical Radical NO  Radical | hOeS
Radical Radical ERO

Figura 2: Formacion de especies reactivas de oxigeno.

(Modificado de Montero, 1996).
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Los RL son creados continuamente de manera natural como producto del metabolismo. En
las mitocondrias y en las células del sistema inmune (neutrofilos, monocitos, macréfagos y
eosinofilos) para defender el organismo de algunos patdégenos como bacterias, virus, o

parasitos (Rodriguez, 2001; Avello y Suwalaky, 2006; Castafieda et al., 2008).

Sin embargo, cuando la concentracion de RL aumenta la célula se expone a un estrés
oxidativo, el cual es perjudicial ya que también pueden oxidar biomoléculas elementales para
la vida como son los lipidos de membrana, proteinas e incluso el ADN. Para evitar estos
dafios en la evolucion de los seres vivos aerobios se fueron seleccionando sistemas de
defensa antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, los cuales donan electrones a los RL y
con esto logran mantener un equilibrio en la célula (Montero, 1996; Céspedes, 2000; Avello y
Suwalaky, 2006).

Antioxidantes

Cuando el organismo entra a un estado de estrés oxidativo las células activan sistemas
antioxidantes enziméticos como es la enzima superéxido dismutasa (SOD). En el humano
encontramos CuZn-SOD y Mn-SOD, siendo este grupo la primera linea de defensa
enddgena contra las ERO. La formacién y concentracién de especies oxidantes en la célula
estimula la produccion de estas enzimas las cuales poseen un metal como centro activo, que
sirve para atraer a la especie oxidante superoxido O,°- y la metaboliza a peréxido de
hidrogeno H,O, (Montero, 1996; Mayor-Oxilia, 2010).

El H,O, es metabolizado por la enzima catalasa (CAT) produciendo agua H,O y oxigeno O,
para asi estabilizar la molécula y poder ser eliminada. Esta enzima se encuentra en mayor
concentracion en mitocondria, peroxisomas, citoplasma sobre todo las células del higado y
en los rifiones. La reaccién que se lleva a cabo es catalitica y peroxidativa. La enzima actla

en altas concentraciones de H,O, (Montero, 1996).

Otra enzima que metaboliza el H,O, a H,O es la glutation peroxidasa (GPx). Esta ocupa el

selenio y el glutation reducido (GSH), como agente reductor del H,O, o lipoperdxido (L-

Itzia Raquel Martinez Estrada 16



OOH), y se encuentra principalmente en el citoplasma, mitocondrias y de células del sistema

inmune (Montero, 1996).

También existen otros mecanismos antioxidantes no enzimaticos, los cuales consumimos
como parte de la dieta en alimentos como frutas y verduras. Unos de los antioxidantes
exdgenos mas conocidos es el a-tocoferol (vitamina E), de naturaleza lipidica. Este neutraliza
el oxigeno singulete, captura RL hidroxilo, superoxido y neutraliza peroxidos; sin embargo su
poder antioxidante esta limitado a un uUnico radical libre. Este agente reductor ayuda
principalmente a evitar la oxidacion lipidica. El acido ascorbico o vitamina C tiene mayor
capacidad antioxidante al poder donar dos electrones no obstante su accién es
principalmente en las areas hidrofilicas. Este antioxidante actla neutralizando el oxigeno
singulete, captura RL de hidroxilo, superoxido y ayuda a la regeneracion de la vitamina E.
Los antioxidantes exdgenos en conjunto con los sistemas enddgenos ayudan a disminuir el
estrés oxidativo (Montero, 1996; Castafieda et al., 2008; Mayor-Oxilia, 2010).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son biomoléculas con diverso origen metabélico, generados por
los organismos vivos para cumplir diferentes funciones como defensa de patdégenos,
atrayentes o como reservas de nutrientes. Sin embargo, los seres humanos le hemos dado
otros usos a estos metabolitos secundarios principalmente los de origen vegetal, por ejemplo

analgésicos, anticoagulantes, estimulantes y antioxidantes (Garcia, 2010).

Alcaloides

Los alcaloides se caracterizan por tener nitrdgeno en un anillo heterociclico. Estos se
encuentran distribuidos en el 40 % de las plantas. Debido al contenido de nitrégeno, son
compuestos relativamente toxicos para animales y otras plantas por lo cual, tienen diferentes
funciones como de proteccion contra la herbivora, o como una reserva de nitrégeno. Dentro

de los metabolitos secundarios. Los alcaloides se consideran el grupo mas diverso en
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estructuras, ya que podemos encontrar sencillos o los mas complejos que ademas de los
anillos nitrogenados, presentan un azucar o un terpeno. Entre los alcaloides mas comunes

con uso medicinal se encuentran la atropina, codeina y morfina (Harborne y Baxter, 1993).

Fenoles

Los compuestos fendlicos se caracterizan por presentar uno o mas anillos aromaticos y al
menos un grupo hidroxilo (OH). La mayoria de estas sustancias son solubles en agua al
formar puentes de hidrogeno (Harborne y Baxter, 1993).

Los fenoles tienen la propiedad fisicas de ser liquidos o sélidos, con un punto de fusién bajo
y punto de ebullicién alto. Sus propiedades quimicas caracteristicas son su caracter 4cido y
la alta reactividad electrofilica que posee el grupo OH (Harborne y Baxter, 1993).

Los fenoles se pueden distinguir de acuerdo a la estructura o al origen, van desde los mas
simples como el eugenol, acido fendlico o los fenilpropanoides. Otros mas complejos son los
flavonoides con una estructura heterociclica de difenil pirano de alrededor de 15 atomos de
carbono. Los fendlicos usualmente se unen a otros compuestos como alcaloides, glucosidos
o terpenoides, dandoles diferentes propiedades y usos como color sabor y aromas. Con esta
union, llegan a formar compuestos como: antocianinas, chalconas, dihidrochalconas,
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonoides, flavandiol, taninos condensados
(Harborne y Baxter, 1993; Flores y Ramirez, 1995; Zavaleta et al., 2005).

Terpenos

Los terpenos son las moléculas mas comunes en las plantas. Estos compuestos se
caracterizan por tener una unidad basica de isopreno (Cs), el cual se une para formar los
diferentes tipos de terpenoides. Los mas simples son de 5 atomos de carbono, llamados
hemiterpenos Cs, seguido de monoterpenos Cyio Yy sesquiterpenos Cis. Otros mas grandes

son los diterpenos Cy, triterpenos Csg, tetraterpenos Cuo Yy politerpenos de mas de 40
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atomos de carbono. El B-caroteno y licopeno son los antioxidantes terpénicos mas

conocidos (Harborne y Baxter, 1993).

Antecedentes

Para aminorar el estrés oxidativo causado por los RL y la radiacion UV se han estudiado las
plantas con ciertos compuestos quimicos antioxidantes como es el caso del orégano, Lippia
graveolens el cual contiene diversos flavonoides: el flavonol, kaempferol, isokaempférido,
pilosina; y un fenilpropanoide verbascosido, que se han demostrado tener un efecto

antioxidante (Gonzalez et al., 2007).

En otro estudio fitoquimico con algunas plantas aromaticas entre ellas L. graveolens se
caracteriz6 mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas que el
aceite esencial tiene terpenos como el timol, a-cariofileno, B-cariofileno y p-cimeno con

propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Garcia et al., 2010).

Garcia-Bores et al., en 2017 demostraron que el extracto metanolico de L. graveolens
contiene flavonoides como galangina, pinocembrina y naringenina. La aplicacién tépica de
dicho extracto mostr6 un efecto fotoprotector al evitar el desarrollo de tumores cutaneos
inducidos por la luz UVB en ratones SKH-1, ademas de que tiene potencial antioxidante.

L. graveolens comparte caracteristicas quimicas y aroméaticas con especies del género
Plectranthus ademas se propone que la composicién de los principios activos es similar. El
género Plectranthus es conocido por su alto contenido de aceite esencial y algunos
compuestos que se encuentran en él son fenoles y sesquiterpenos, como el a-copaeno,
trans-cariofileno y oxido de cariofileno, B-cariofileno, carvacrol y el timol, p-cimeno y
terpineno (Bandeira et al., 2011; Gomes et al., 2014; Yuan-Siao et al., 2014).

Garcia et al., en 1996 en Cuba, trabajaron con el extracto acuoso, de acetato de etilo y el
aceite esencial de P. amboinicus. En ambos extractos encontraron flavonoides, flavonas y
flavanonas. Ademas, comprobaron que efecto antioxidante es superior al de la vitamina E, al

eliminar los RL de la oxidacion lipidica capaces de reaccionar con el acido tiobarbitlrico
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(TBA) y sus derivados.

Jia-Ming et al., en 2007 caracterizaron quimicamente el extracto acuoso de P. amboinicus en

Taiwan encontrando mayormente A-3-careno, y -terpineno, camfor y carvacrol.

Mufoz-Acevedo et al.,, en 2009 en Colombia estudiaron los aceites esenciales de plantas
ricas en carvacrol, timol y estragol, entre las especies analizadas reportan a P. amboinicus.
Los principales componentes que encontraron fueron el carvacrol (53.7%), jy-terpineno
(10.6%) p-cimeno (8.6%) y timol (0.9%), los cuales tuvieron actividad antioxidante superior al

de la vitamina E.

En el 2010 Senthilkumar y Venkatesalun en Tamil Nadu, India, estudiaron la quimica de P.
amboinicus, encontrando como principales compuestos carvacrol (28.65%) timol (21.66%), a-
humuleno (9.67%), undecanal (8.29%), y-terpineno (7.76%), p-cymeno (6.46%), oxido de
cariofileno (5.85%), a-terpineol (3.28%) y B-selineno (2.01%).

P. amboinicus se caracteriza por presentar 87.16% de agua y un 43 % de aceite esencial.
Entre los compuestos que se encuentran en esta especie estan los sesquiterpenos y fenoles
algunos de estos son caracteristicos de la especie, y otros tantos los comparte con las
especies del género, como son el trans-cariofileno, 6xido de cariofileno y B-bourboneno
(Bandeira et al., 2011).

Yung-Jia et al.,, en 2012 encontraron que el extracto acuoso y el aceite esencial de P.
amboinicus en su mayoria contenia carvacrol, seguido por timol, a- humnuleno, undecanal,
terpineno, j-terpineno, p-cimeno, Oxido cariofileno a-terpineol y B-selineno. También
comprobaron que el extracto de P. amboinicus tiene efectos anti inflamatorios y analgésicos,
relacionado con la modulacién de las actividades de las enzimas antioxidantes en el higado
de raton y por disminuir el nivel de malondialdehido causados por sustancias como formalina,

acido aceético y carragenina.

Dos Santos et al., en 2015 en Brasil, identificaron quimicamente el aceite esencial de la

planta P. amboinicus encontrando p-cimeno (12.01%), y-terpineno (14.74%), carvacrol
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(37.70%), y (Z)-cariofileno (14.07%).

Taxonomia de Plectranthus amboinicus.

La planta de P. amboinicus pertenece a la familia Lamiaceae, (Tabla 1) anteriormente
llamada Labiatae. Esta familia se presenta en diversas formas de vida, como arbustos
hierbas anuales o perennes, entre otros, tiene tallos prismaticos-cuadrangulares, hojas
opuesto-cruzadas, seésiles o pecioladas, simples con borde aserrado. Se caracteriza por
presentar plantas aromaticas rara vez suculentas. Las especies de esta familia mas

conocidas son la albahaca, hierbabuena y los oréganos (Sanchez, 1980).

El género Plectranthus tiene una forma de vida arbustiva, hojas con tricomas, pecioladas y

usualmente suculentas. Otra caracteristica es que son muy aromaticas (Garcia et al., 1996).

P. amboinicus es una hierba y/o arbusto perenne, suculento, de hojas anchas y bordes
aserrados, peciolos gruesos y flores violetas en espigas terminales, la planta tiene un periodo
de vida de 3 a 10 afios, se distribuye ampliamente en las regiones tropicales de Africa, Asia,
Australia, y América (Menéndez y Pavon, 1999; Jia-Ming et al., 2007; Senthilkumar vy
Venkatesalun, 2010).
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Tabla 1: Taxonomia de Plectranthus amboinicus.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophita
Clase Magnoliopsoda
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Neptoideae
Tribu Ocimeae
Género Plectranthus
Especie Plectranthus amboinicus

Origen de P. amboinicus

La especie P. amboinicus es nativa de Asia oriental e introducida a las Antillas y algunos
paises de América, como especia por sus caracteristicas aromaticas (Menéndez y Pavon,
1999). Esta planta es conocida como orégano francés, 6rganon, menta mexicana, orégano
brujo u orégano cubano. Es utilizada como medicina tradicional para tratar malestares como

la tos, fiebre, dolor de garganta, paperas y la picadura de mosquito (Yung-Jia et al., 2012).
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Justificacion

La radiacion solar a la que nos exponemos a diario en conjunto con el incremento de los
radicales libres que se generan en la piel, favorecen la formacion de cancer de piel, una
alternativa de prevencion contra esta enfermedad es el consumo de antioxidantes, los cuales
estan presentes en plantas que consumimos usualmente como Lippia graveolens. Por lo que
es preciso estudiar plantas similares quimicamente a L. graveolens buscando la ventaja de la
distribucion territorial y la adaptacion a los cambios climaticos como es el caso de P.

amboinicus.

Pregunta cientifica

¢ Plectranthus amboinicus tendrda compuestos con capacidad antioxidante similares a los

presentes en Lippia graveolens?

Hipotesis

L. graveolens y algunas especies del género Plectranthus tienen compuestos con capacidad
antioxidante como carvacrol timol y p-cimeno. Debido a esto P. amboinicus tendra
compuestos iguales o similares que capten radicales libres como los generados en la piel

que son precursores de cancer.
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Objetivos

General

Caracterizar preliminarmente los compuestos quimicos de los extractos de Plectranthus

amboinicus y conocer sus capacidades antioxidantes.

Particulares

o Obtener de la parte aérea de P amboinicus tres extractos de diferente polaridad con

solventes organicos: hexano, diclorometano y metanol.

o Hacer una comparacion general de los compuestos quimicos presentes en los aceites

esenciales obtenidos bajo diferentes condiciones de cultivo y temporadas del afio.

o Obtener una particion hexanica del extracto acuoso de P. amboinicus cultivada en la

época de secas.

o Determinar el patron de absorcion por espectrofotometria de los extractos obtenidos

con metanol, diclorometano y hexano de P. amboinicus en la luz UV y la luz visible.

o Separar e identificar por CG-EM los componentes del extracto hexanico, la particion

hexanica y los aceite esenciales de P. amboinicus.
o Caracterizar quimicamente los extractos organicos; aceites esenciales y la particion
hexanica de P. amboinicus mediante la deteccion cualitativa de metabolitos

secundarios.

o Conocer cualitativamente la capacidad antioxidante de los extractos, los aceites
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esenciales y la particion hexanica de P. amboinicus.

o Comparar bibliograficamente de los compuestos quimicos hallados en P. amboinicus

contra los presentes en L. graveolens.

Metodologia

1.- Colecta del material vegetal y herborizacion del mismo

La planta de P. amboinicus se obtuvo en Xalisco Nayarit (latitud N 21°26" 42.68"" y longitud E
104° 53" 34.45" a una altura de 983 m.s.n.m.).

La parte aérea de la planta fue secada para su herborizacion, identificacion e incorporacion al

herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

La planta de P. amboinicus se propagoé en el laboratorio de Fitoquimica y se cultivd bajo dos

condiciones ambientales diferentes una de sombra y otra expuesta a la radiacion solar.

2.- Extraccion de los compuestos quimicos por diferente

polaridad

La obtencion de los extractos organicos se hizo por la técnica de maceracién. Esta se basa
en la transferencia selectiva de la mezcla desde una parte sélida o liquida, hacia una fase
liguida (disolvente organico) y posteriormente los compuestos pasaran a estar en el solvente.
El éxito de la técnica depende basicamente de la diferencia de solubilidad del disolvente de
extracciéon entre la mezcla, asi como la polaridad de los compuestos presentes en la mezcla

(Dominguez, 1984).
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Las hojas de P. amboinicus obtenidas en Nayarit se secaron a la sombra. Aproximadamente
9.30 gr se pusieron cortadas en trozos en un matraz por 48 hrs para su maceracion para
cada uno de los solventes (hexano, diclorometano y metanol) para asi poder extraer la mayor

cantidad de compuestos segun su polaridad.

3.- Destilacion por arrastre de vapor

La destilacibn por arrastre de vapor es una técnica utilizada para la separacion de
compuestos insolubles en agua, donde los compuestos semivolatiles y volatiles reciben el
calor que les permite llegar a un punto de evaporacion diferente al del resto de los
compuestos solubles y asi lograr la separacion de la mezcla acuosa, sin embargo, no es
hasta que se lleva la precipitacion de la mezcla gaseosa que se puede apreciar una
separacion total entre el aceite esencial y el agua que se utilizé para el arrastre (Dominguez,
1990; Peredeo-Luna et al., 2009).

3.1.- Primera etapa (temporada de secas)

Para obtener el aceite esencial (A.E. 1) se pesaron 267.83 gr de planta (hojas y tallos)
obtenida en Nayarit y se pusieron en un matraz con agua para la extraccion por arrastre de

vapor. De la parte acuosa o extracto acuoso se hizo una P. Hexanica.

3.2.- Segunda etapa (temporada de lluvias)

Se pesaron 194.38 gr de planta, expuesta a radiacion solar (A.E. 2), se pusieron en un
matraz con agua para la obtencion del aceite esencial por medio del arrastre de vapor. Se
hizo lo mismo con otra parte de planta 135.02 gr cultivada a la sombra (A.E. 3) en él
laboratorio de Fitoquimica de la FES Iztacala (Tabla 2).
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Tabla 2: Abreviaturas de aceites esenciales de P. amboinicus.

Abreviatura Condiciones de cultivo de P. amboinicus
AE.1 Aceite esencial obtenido de la planta cultivada en la temporada de
secas.
P. Hexanica Particion hexanica obtenida del extracto acuoso de la planta

cultivada en temporada de secas.

AE.2 Aceite esencial obtenido de la planta cultivada en la temporada de

lluvias y expuesta a la radiacion solar.

AE.3 Aceite esencial obtenido de la planta cultivada en la temporada de

lluvias y cultivada bajo la sombra.

4.- Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

La cromatografia de gases (CG) es una herramienta potente para separar, identificar
tentativamente y cuantificar los componentes volatiles y semivolatiles de mezclas complejas
(Gutiérrez y Droguet, 2002). La primera cromatografia de gases se llevo a cabo en 1952 por
James y Martin, lo mas importante en esta técnica es la capacidad de evaporacion de la
muestra ya que esto ayuda a que la mezcla se separe, para asi lograr que el gas inerte lleve

la muestra por el capilar (Kitson et al., 1996).

En la CG la mezcla se inyecta a un gas inerte (N, Ne He) el cual es la fase movil. En esta
fase, los distintos componentes de la muestra pasan a través de la fase estacionaria una
columna capilar fija. La columna se encuentra dentro de un horno que alcanza una
temperatura de entre 350 y 400°C. La velocidad de migracion de cada componente y el
tiempo de retencion en la columna estaré en funcién de la distribucion entre la fase movil y la

estacionaria (Kitson, 1996; Gutiérrez y Droguet, 2002).

Cada compuesto de la muestra tiene una diferente afinidad hacia la fase estacionaria y la
movil, éstos se separan segun la similitud; si el compuesto es afin a la fase estacionaria su

movimiento sera mas lento y permanecera mas tiempo en la columna; y viceversa si su
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afinidad es hacia la fase movil este compuesto saldrd mas rapido de la columna (Gutiérrez y
Droguet, 2002).

Un factor fisico muy importante es la presion de vapor de la mezcla, a mayor presion de
vapor, menor tiempo de retencién en la columna por el contrario a menor presion de vapor
mayor tiempo de retencion. Debido a esta diferencia de afinidad y tiempo de retencion, los
componentes de la muestra se separan lo suficiente para ser analizados cualitativa y
cuantitativamente mediante el empleo de los detectores seleccionados (Gutiérrez y Droguet,
2002).

La CG sélo se utiliza cuando los compuestos de la solucion son volatiles o semivolatiles y
térmicamente estables a temperaturas de hasta 400°C. Al tener separados los constituyentes
se comparan con una biblioteca de informacion, sin embargo, puede haber diferentes
elementos que presenten actlen de una manera similar bajo las mismas condiciones de
temperatura y presion, por ejemplo los isomeros, lo cual nos da una identificacién errénea.
Por lo que se recurre a otra técnica de andlisis cualitativo, al acoplar la capacidad de
separacion de la cromatografia con la capacidad de la identificacion de la espectrometria de

masas (Kitson, 1996; Gutiérrez y Droguet, 2002).

Espectrometria de masas (EM) es un proceso de ionizacién de la mezcla por diferentes
meétodos. Uno de los mas utilizado es el de impacto electronico En este se bombardean las
moléculas con electrones, los cuales provocan la emision estimulada de un electron de cada

una de las moléculas y asi poder ionizarlas (Gutiérrez y Droguet, 2002).

Ademas de las moléculas ionizadas, también se fragmentan por la descomposicién de los
iones moleculares. Cada molécula tiene un tipo y proporcion relativa de ionizacion segun
sean las condiciones de ionizacion. Una vez que todas las moléculas estan ionizadas, se
aceleran y se conducen hacia el sistema colector mediante campos eléctricos-magnéticos.
Dependiendo la masa de la molécula, esta alcanzara cierta velocidad. La deteccion de cada
uno de los iones pegados a las moléculas permite formar un espectro de masas de la
sustancia, que es diferente para cada compuesto quimico (Kitson, 1996; Gutiérrez y Droguet,
2002).
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El extracto hexanico, la particion hexanica y los aceites esenciales de P. amboinicus, se
separaron y analizaron sus componentes en un cromatografo de gases acoplado a masas
marca Agilent Technologies, modelo 6850 con una temperatura en el inyector de 250°C modo
de inyeccion split con un radio de 33.5 al flujo de helio 0.9 ml/min, temperatura del horno de
70°C durante 2 min, rampa de calentamiento de 15°C/min hasta llegar a 290°C, asi se
mantiene durante 5 minutos. Una columna HP-5MS de 30 m, 0.25 mm de diametro y una
pelicula de 0.25 um acoplada a un espectro de masas marca Agilent Technologies 5975 C VL
MSD a una temperatura fuente de ionizacién de 230°C, y una temperatura del cuadropolo de
150°C para la separacion de sus componentes y su identificacion quimica a partir de la
informacion guardada en la biblioteca del espectrémetro de masas NIST VEN 8.0 (Gutiérrez
y Droguet, 2002).

5.- Absorcion en la luz visible y la luz ultravioleta

La espectrofotometria es una técnica donde se aprovecha la absorcion de luz UV vy visible,
esto depende de la estructura electrénica y el salto electrénico de un estado basal a uno
excitado de mayor energia. La absorcion de energia resultante arroja un nivel de absorcion
caracteristico para cada tipo de compuesto. Sin embargo la absorcion de la luz UV esta
limitada a las moléculas con dobles ligaduras, cuando se cuenta con un anillo aromatico o
con dobles ligaduras conjugadas la longitud de onda absorbida sera mayor, tanto que incluso

puede llegar a la region de luz visible (Silverstein et al., 1981).

Los tres extractos de P. amboinicus obtenidos con solventes de diferente polaridad, a
distintas concentraciones (200, 100 o 50 upg/mL), fueron sometidos a un barrido por
espectrofotometria de 200 a 800 nm en cubetas de cuarzo, para obtener las diferentes
longitudes de onda a los que es absorbida la luz UV y visible. Con un espectrofotometro
marca PG instruments Ltd, modelo T80 + UV / Vis.
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6.- Detecciodn de los diferentes metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se identificaron a partir de pruebas cualitativas colorimétricas
estas se le aplicaron a los extractos, la particibn hexanica y los aceites esenciales de P.

amboinicus.

En diferentes tubos de ensayo se colocaron los extractos a una concentracion de 1mg/mL de
cada uno de los siguientes extractos: hexanico, diclorometano, metandlico, la particion

hexanica y los aceites esenciales para la deteccion de alcaloides, fendlicos y glucésidos.

6.1.- Fenoles

La reaccion de cloruro férrico (FeCls), para la deteccion de compuestos fendlicos produce
diferentes colores de acuerdo al tipo de fenol; si da una coloracion verde sugiere derivados
del catecol y si da una coloracion azul derivado del pirogalol (Dominguez, 1984; Marcano y
Hasegawa, 2002).

Primero se pusieron en promedio 10 gotas de cada uno de los extractos en tubo de ensayo
después se les agregaron 4 gotas de FeCl;. Posteriormente, se observd si habia algin

cambio de coloracién a verde o azul.

6.2.- Alcaloides

6.2.1 El reactivo de Mayer (HgCI2 y KI) identifica la presencia de alcaloides formando un
precipitado entre blanco y crema. Se colocaron en cada tubo de ensayo 10 gotas de cada
uno de los extractos, posteriormente se agregaron 4-5 gotas de reactivo de Mayer.
(Dominguez, 1984; Marcano y Hasegawa, 2002).

6.2.2 El reactivo de Dragendorff (tetrayodo bismuto de potasio) muestra la presencia de
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alcaloides produciendo una coloracién naranja rojiza (Marcano y Hasegawa, 2002). Se
agregaron de 5-8 gotas de los extractos posteriormente se adicionaron 5 gotas del reactivo

de Dragendorff.

6.3.- Glucoésidos

El reactivo de Molish (a- Naftol en metanol y acido sulfurico H,SO,4) al detectar la presencia
de glucésidos forma un anillo parpura (Marcano y Hasegawa, 2002). Se pusieron 10 gotas de
los extractos en los tubos de ensayo con 5 gotas de a-Naftol al 5%. Posteriormente, se les

suministro una gota del reactivo H,SO,.

6.4.- Terpenos

Para la deteccion de terpenos se hace una reaccion con vainillina, la cual cambia a color
rosa-morado. Se ocupa una placa de silica donde se pondra una muestra del extracto
problema y seguido a esto unas gotas del reactivo vainillina. Se ocup6é una placa marca
Merck silica gel 60 f 254, se etiquet6 y coloc6 con un capilar un poco del extracto, una vez
seco se le asperj6 una solucién de vainillina y después para revelar se utilizé &cido sulfarico
(H2SO,) en esta prueba todos los extractos, la particion hexanica y el primer aceite esencial
(Dominguez, 1984).

7.- Actividad antioxidante

El reactivo 2, 2 difenil-1 picrilhidracilo (DPPH) es un RL utilizado para la identificacion de la
actividad antioxidante de una sustancia. Esta técnica se basa en la capacidad de captar
radicales libres del extracto. Cuando el radical DPPH tiene un electrén desapareado es de
color azul violeta, sin embargo, si la sustancia problema tiene capacidad antioxidante
provocara que el radical DPPH se reduzca y mostrando una decoloracion a un color amarillo
(Castafeda et al., 2008).
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La actividad antioxidante de los extractos, los aceites esenciales y la particion hexanica de P.
amboinicus fue detectado con la prueba cualitativa con 2, 2 difenil-1 picrilhidrazilo (DPPH).
En una placa marca Merck silica gel 60 f 254, con ayuda de un capilar se colocaron cada uno
de los extractos por separado, se dej0 secar y posteriormente con un isopo se humedecio
con DPPH para asi conocer la actividad antioxidante de cada uno, esperando un cambio de

coloracion de purpura a amarillo en el caso de que la mezcla fuera antioxidante.

Debido al bajo rendimiento obtenido para cada extracto, las pruebas cuantitativas de la

actividad antioxidante no se pudieron realizar.
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Resultados y discusion.

Herborizacion

La planta fue identificada como “Plectranthus amboinicus”. El ejemplar herborizado fue
incorporado al herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala con el nimero de
registro 2424-1ZTA (Figura 3).
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Figura 3: Herborizacion de P. amboinicus.
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Rendimiento

El rendimiento del extracto hexanico de las partes aéreas de P. amboinicus fue de 0.20%, el
del extracto de diclorometano fue de 0.21% y del metandlico de 0.15%; teniendo un
rendimiento total de 0.57%.

El extracto de diclorometano tuvo el mayor rendimiento, seguido del hexanico y el
metandlico. En la mayoria de las investigaciones que se han realizado con P. amboinicus,
solo obtuvieron el rendimiento de los aceites esenciales y no el de extractos polares de igual

modo tampoco se han analizado quimicamente.

El rendimiento del primer aceite esencial (A.E. 1) fue de 0.87%. El rendimiento de los aceites
obtenidos en la época de lluvias expuesta a la radiacion solar (A.E. 2) y a la sombra (A.E. 3)

fueron de 0.29% y 0.07% respectivamente.

El aceite esencial 1 obtenido en época de secas presentd un rendimiento mayor que el de los
aceites obtenidos en la época de lluvias. Yung-Jia et al., en 2012 en Taiwan con 6 kg de
planta obtuvieron un rendimiento de 0.95%. Siendo este Ultimo valor cercano al obtenido en

este trabajo, teniendo como diferencias la cantidad de planta utilizada.

En cuanto al aceite esencial obtenido en la temporada de lluvias el rendimiento fue menor en
la planta que crecié en la sombra (0.07%) en comparacion con la planta crecida bajo la
radiacion solar (0.29%) siendo estos ultimos rendimientos menores al obtenido en época de
secas (0.87%). Esto coincide con lo reportado por Carneiro et al., en 2010 en Brasil, ya que
al igual que el presente trabajo reportan que en temporada de lluvias el rendimiento del

aceite esencial de P. amboinicus es menor que el obtenido en la temporada de secas.

Bandeira et al., en 2011 en Brasil, reportan para 100 g de hojas P. amboinicus un
rendimiento de 0.32% del aceite esencial extraido en temporada de lluvias. Siendo esto es
similar a lo encontrado para el aceite esencial 2 (0.29%) y 3 (0.07%) en el presente trabajo.
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Menéndez y Pavon en 1999, mencionan que la mejor edad para obtener el aceite esencial de
P. amboinicus es en el primer corte que se le haga a la planta después de los primeros cinco
meses de edad. Estas investigaciones nos indican que la mayor cantidad de aceite esencial
se encuentra en las hojas, influyendo la region de colecta, las condiciones medio ambientales

y el método de extraccion.

Cromatografia de gases masas acoplado a espectrometria de
masas (CG-EM)

Los andlisis de los extractos de P. amboinicus por CG-EM de los extractos mostraron
resultados variados. El extracto hexanico de P. amboinicus tuvo compuestos de tipo
hidrocarburo, acidos grasos y algunos terpenos como copaeno y germacreno D con un
porcentaje de abundancia de 28.53. Lo obtenido en este trabajo no ha sido reportado por

algun autor anteriormente (Tabla 3).

En la particion hexanica se detectaron 9 compuestos dentro de los que destacan: (-

cubebeno (7.62%), copaeno; cadineno; cariofileno y a-cariofileno (Figura 4)

En el cromatograma del A.E. 1 de P. amboinicus se encontraron 8 compuestos
principalmente sesquiterpenos como son: copaeno; cariofileno y a-cariofileno. El terpeno mas

abundante fue el 3-Careno, con una abundancia de 11.07%.

El A.E. 2 presento la mayor cantidad de compuestos (17) seguido del A.E. 3 el cual contiene
16 compuestos del tipo terpénico, en los dos aceites el Germacreno D destaco por su
porcentaje abundancia superior al 10% estos ultimos aceites tuvieron mayor variedad en

comparacion con el A.E. 1 (Tabla 3).

Bandeira et al., en 2011, en Brasil, encontraron en el aceite esencial de P. amboinicus
principalmente sesquiterpenos, al igual que este estudio encontraron copaeno, cariofilenos,
germanacreno y cadineno. Ellos reportan que el género Plectranthus presenta principalmente

cariofilenos, lo cual coincide con nuestros resultados.
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Manjamalai y Berlin en 2012 en Coimbatore, India, reportaron como principales componentes
del aceite esencial de P. amboinicus al carvacrol, timol, cis—cariofileno, trans—cariofileno, p-
cimeno, en un 96%. Estos ultimos compuestos también fueron encontrados en el presente

trabajo.

Oliveira et al., en 2011 obtuvieron aceites esenciales de P. amboinicus en diferentes
estaciones del afio y encontraron que en primavera se pueden detectar mayor diversidad de
compuestos quimicos como timol, yTerpineno, a-humeleno y terpina-4-ol o-cimeno y E-
cariofileno, en comparacién con los encontrados en el invierno donde la diferencia fue
marcada por la presencia del 6xido de cariofileno. Estas diferencias obtenidas en diferentes
temporadas son similares a las presentadas en el presente estudio, tanto en el extracto
hexanico, el primer aceite esencial y la particibn hexanica, ya que no se detectaron tantos
metabolitos secundarios, en cambio en el segundo y tercer aceite se encontraron mas
compuestos quimicos. Asi mismo, dentro de esta categoria el segundo aceite obtenido de la
planta expuesta a la radiacion solar sintetizO mas metabolitos que la planta crecida a la
sombra (Tabla 3).
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Tabla 3: Variedad de metabolitos secundarios y porcentaje de abundancia de los compuestos

quimicos de las diferentes muestras analizadas de P. amboinicus en las diferentes colectas.

Extracto
Compuesto Extracto | Particion | A.E. 1 A'_E' 2 A =3
Hexénico | Hexanica | Secas Lluvias luz Lluvias sombra
hexano | acetona | hexano | acetona
a-Cariofileno 3.22 3.34 6.15 7.99 3.65 0.24
Cariofileno 4.28 3.50 7.42 8.10 3.90
a-Cadinol 3.72 7.02 3.08
a-Gurjuneno 0.27 0.59 0.66 0.27
a-Terpineno 13.35 5.32 5.64
B-Gurjuneno o aristoleno 0.57 0.80 2.11 1.09 1.39
B-Cimeno 1.73 7.18 1.95
B-Cubebeno 7.62
- Ocimeno 1.33 1.04
Carvacrol 6.78
3-Careno 11.07 1.02 5.21 1.16
Copaeno 4.30 4.28 4.15 511 3.98 0.21
Germacreno D 28.53 3.22 12.88 14.46 10.35
p-Cimeno 0.48 2.51
y- Cadineno 1.68
y-Terpineno 0.66 10.75 6.56 6.06
6-Cadineno 4.11 3.60 7.34 3.71 0.31
Naftaleno,1,2,4a,5,6,8a-
hexahidro-4,7-dimetil-1- 0.68 075 | OOHOE
(1-metiletil)- 153
Naftaleno,1,2,3,4-
tetrahidro-1,6-dimetil-4- 5.26 2.42 0.67
(1-metiletil)-, (1S-cis)-
Linalool 1.64
Timoquinona 1.08
ltzia Raquel Martinez Estrada 37




-,

/ é
/ “’5 )

Cariofileno a-Cadinol a-Gurjuneno a-Terpineno B-Gurjuneno
)/\/\r :
B-Cimeno B-Cubebeno B-Ocimeno Carvacrol 3-Careno
S
Copaeno Germacreno D ; .Cadi Terpi
-Cimeno y-Cadineno y-Terpineno
N 84 8(
O-Cadineno Linalool Naftaleno,1,2,4a,5,6, Naftaleno,1,2,3,4- Timoquinona

8a-hexahidro-4,7- tetrahidro-1,6-dimetil-
dimetil-1-(1-metiletil)-  4-(1-metiletil)-, (1S-
cis)-

Figura 4: Estructura de los compuestos presentes en P. amboinicus.
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Absorcion de la luz visible y la luz ultravioleta.

El extracto metandlico de P. amboinicus absorbio en el rango de la luz UV a 325 nm y 385

nm en diferentes concentraciones 200 pg/mLy 100 pg/mL (Figura 5).

nm 8.888 AbS| papan
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Figura 5: Espectro de absorcion del extracto metandlico.

El extracto de diclorometano de P. amboinicus también en dos concentraciones (100 pg/mLy
50 pg/mL) absorbi6 en la luz visible a 455, 535 y 665 nm, sin embargo, la concentracién 50
pg/mL también absorbi6 luz a 415 nm. En el area de la luz UV absorbié a 275, 330 y 365
nm (Figura 6).

En =m

Figura 6: Espectro de absorcion del extracto de diclorometano.
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El extracto hexanico de P. amboinicus fue similar al de diclorometano a una unica
concentracion 200 pg/mL en este hubo 7 picos de absorcion, cinco en la luz visible a 415,
450, 475,530y 670 nmy dos en el rango de la luz UV a 265 y 320 nm (Figura 7).

475nm

Figura 7: Espectro de absorcion del extracto hexanico.

El extracto de hexano y el de diclorometano presentan absorbancias similares en la luz
visible 450, 670 y 455, 665 respectivamente, siendo estos valores similares y/o iguales a los

absorbidos por pigmentos fotosintéticos como la clorofila, carotenos, etc. (Manrique, 2003).

Los tres extractos tuvieron un rango de absorcion la luz UV 265, 320; 275, 330 y 325, 385
(Tabla 4). Lo que nos indica la presencia compuestos con dobles ligaduras (Manrique, 2003),
los cuales coinciden con los valores de absorbancia de los compuestos en los extractos de

diclorometano y hexano.

Debido a la polaridad del metanol se espera que los compuestos extraidos sean de alta
polaridad como los flavonoides, los cuales absorben a una longitud de onda de alrededor de

366 nm lo que le permite absorber la luz (Castafieda et al., 1996).
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Tabla 4: Picos maximos de absorcion de la luz UV y luz visible.

Luz UV Luz Visible
Extracto
(nm) (nm)
Metanol 325, 385 --
Diclorometano 275, 330 455, 535, 665
Hexano 265, 320 450, 475, 530, 670

Deteccion de los diferentes metabolitos secundarios

El extracto de diclorometano y el de metanol de P. amboinicus fueron positivos a la mayoria

de las pruebas cualitativas de metabolitos secundarios (Tabla 5).

La particion hexanica y los aceites esenciales, dieron positivo para terpenos. El extracto
metanolico solamente present6 fendlicos. Finalmente, para los glucosidos dieron positivo los
extractos de hexano diclorometano y mayormente el metandlico. No se han reportado

trabajos donde se evallen extracciones de diferente polaridad de P. amboinicus.

Jung-Yia en 2012, en el extracto acuoso y el aceite esencial de P. amboinicus encontraron

principalmente terpenos.

Garcia et al., en 1996 en Cuba trabajaron con el extracto acuoso, de acetato de etilo y el
aceite esencial de P. amboinicus y encontraron flavonoides, flavonas y flavononas. Bandeira
et al., en 2011 encontraron en el aceite esencial de P. amboinicus principalmente
sesquiterpenos. Lo reportado en estos trabajos coincide con lo obtenido para el aceite

esencial.
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Tabla 5: Deteccién cualitativa de metabolitos secundarios en P. amboinicus
- sin coloracion; + coloraciéon tenue; ++ coloracion fuerte.

Fendlicos Alcaloides Glucésidos | Terpenos
Extracto/Prueba Cloruro _ _
tarrico Mayer Dragendorff Molish Vainillina
Hexano - - - + +
Diclorometano - - + + +
Metanol + - - ++ +
P. Hexanica - - - - ++
A E. 1 - - - - +
A E. 2 - - - + ++
A E.3 - - - + ++

Actividad antioxidante de P. amboinicus

Todos los extractos, la particion hexanica y los aceites esenciales de P. amboinicus tuvieron
capacidad de reducir el radical DPPH con lo que se comprueba que estos tienen poder

antioxidante (Tabla 6).
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Tabla 6: Actividad antioxidante de P. amboinicus

-poca coloracion; + coloracion tenue; ++ coloracion fuerte

Extracto Reduccion del radical
DPPH

Hexanico +
Diclorometano +
Metandlico ++
P. Hexanica ++
A.E.1 o+
A.E.2 o+
A.E.3 ++

Garcia et al., en 1996 demostraron el efecto antioxidante del extracto acuoso y el aceite
esencial de P. amboinicus superior al a-tocoferol, atribuyéndole esto principalmente a los

flavonoides presentes en P. amboinicus.

Manjamalai y Berlin en 2012 hicieron varios estudios para probar el efecto antioxidante del
aceite esencial de P. amboinicus encontrando que este tenia un gran poder reductor del
radical DPPH y que ademés demostraron que el uso del aceite esencial en el tratamiento de

cancer de pulmon reduce las especies oxidantes que se generan por la enfermedad.

Algunos de los compuestos reportados en este trabajo, identificados por CG-MS son el
carvacrol y el eugenol. a-cariofileno, B-cariofileno y p-cimeno los cuales han demostrado

poseen propiedades antioxidantes en plantas como L. graveolens (Garcia et al., 2010).
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Conclusiones

El aceite esencial 1 de P. amboinicus obtenido en de la parte aérea en la época de secas,

tuvo un mayor rendimiento que los aceites 2 y 3 obtenidos en la época de lluvias.

El extracto hexanico de P. amboinicus en la CG-MS mostroé presencia de acidos grasos e

hidrocarburos principalmente.

Las condiciones de cultivo de P. amboinicus influyen en la abundancia y tipo de compuestos
obtenidos, siendo la época de secas la ideal para la obtencidon de aceites esenciales con
mayor rendimiento y la temporada de lluvias la mejor para la diversidad compuestos

quimicos.

Los tres extractos obtenidos con solventes organicos: hexano, metanol y diclorometano
absorbieron en la region de la luz UV. Los extractos de hexano y de diclorometano de P.

amboinicus, fueron similares en la capacidad de absorcion de la luz visible.

Los metabolitos secundarios fendlicos, glucosidos y terpenos identificados cualitativamente

se encontraron mayormente en el extracto metandlico.

Todos los extractos polares, la particion hexanica y los aceites esenciales dieron positivo a

terpenos.

Todos los extractos polares, la particion hexanica y los aceites esenciales tienen capacidad

antioxidante.

A pesar que P. amboinicus y L. graveolens comparten caracteristicas aromaticas, no tienen

los mismos compuestos antioxidantes.
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Anexo

Cromatogramas
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Figura 8: Cromatograma del extracto hexanico.
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Figura 9: Cromatograma de la particion hexanica de P. amboinicus.
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Figura 10: Cromatograma del aceite esencial 1 de P. amboinicus.
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Figura 11: Cromatograma del aceite esencial 2 (hexano).
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Figura 12: Cromatograma del aceite esencial 2 (acetona).
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Figura 13: Cromatograma del aceite esencial 3 (acetona).
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Figura 14: Cromatograma del aceite esencial 3 (hexano).
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