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Resumen

1. Resumen

Aloysia citrodora Paldu es una planta medicinal utilizada tradicionalmente como remedio
para diversas afecciones como la ansiedad, el insomnio, la agitacién, ademds de problemas
gastrointestinales, respiratorios, entre otros. En este estudio se evalud el contenido fenolico
total, la composicion de polifenoles, la actividad antioxidante, la toxicidad aguda, y los
efectos analgésicos y antiinflamatorios del extracto etanolico de sus partes aéreas.

El extracto se obtuvo por maceracion en etanol durante siete dias, seguido de filtracion y
destilacion del solvente. El contenido de fenoles totales se determin6 mediante el método de
Folin-Ciocalteu. El perfil de polifenoles se analizé mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). La actividad antioxidante se midid con los ensayos DPPH, ABTS™" y
FRAP. La toxicidad aguda se evalué mediante el método de Lorke (1983) calculando la dosis
letal media (DLso). El efecto analgésico se evalu6 mediante el modelo de contorsiones
abdominales inducidas por 4cido acético en ratones y el efecto antiinflamatorio mediante el
modelo de edema auricular inducido por TPA.

El extracto presentd un contenido fenolico total de 127.32 + 3.56 mg EAG/g. Mediante
HPLC se identificaron cuatro acidos fenolicos y cuatro flavonoides, de los cuales el acido
fertilico (1.45 mg/g) y el kaempferol (6.74 mg/g) fueron los mas abundantes. En los ensayos
antioxidantes se obtuvieron valores de CAso de 160.7 pg/mL en DPPH y 389.3 ug/mL en
ABTS™, mientras que en el ensayo FRAP se registré una capacidad antioxidante de 66.94 +
1.7 mg ET/g. Respecto a la toxicidad aguda, la DLso obtenida fue mayor a 5,000 mg/kg. En
el modelo de analgesia, el extracto mostr6 inhibicion dosis-dependiente de las contorsiones
del 28.8% y 59.4% en dosis de 50 y 100 mg/kg respectivamente, sin diferencias estadisticas
significativas con la estdndar indometacina (10 mg/kg). Finalmente, en el modelo de
inflamacién se observo una reduccion del edema del 7.3 % con 0.5 mg/oreja y 22.5 % con 1
mg/oreja, no obstante, el andlisis de varianza (ANOVA) no reveld diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0.098).

Los resultados indican que el extracto etanolico de 4. citrodora presenta una toxicidad
aguda practicamente nula, asi como una actividad antioxidante y analgésica consistente,
sugiriendo un gran potencial como alternativa natural. Sin embargo, se requieren estudios

adicionales para confirmar su efecto antiinflamatorio.
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2. Introduccion

El estrés oxidativo se da cuando existe un desequilibrio entre las especies reactivas de
oxigeno y los antioxidantes enddgenos del organismo, siendo uno de los factores clave
implicados en el desarrollo de diversas enfermedades cronicas (Slater, 1987; Dreher y Junod,
1996). Este desequilibrio se asocia directamente con procesos fisiopatoldgicos como la
inflamacion crénica y el dolor, ya que los radicales libres contribuyen al dafio celular y a la
perpetuacion de respuestas inflamatorias (Halliwell y Gutteridge, 1985; Moloney y Cotter,
2018; MohanKumar ef al., 2023; Zhang et al., 2024; Nakadate et al., 2025).

Existen dos vias principales esenciales para salvaguardar al organismo de los radicales
libres: los antioxidantes enddgenos y los exdgenos (Zamora, 2007; Chilquillo y Cervantes,
2017). Frecuentemente, la via enddgena requiere apoyo externo, por lo que los antioxidantes
exogenos juegan un papel importante al poder formar parte de la dieta (Coronado et al.,
2015). En este sentido, durante procesos infecciosos o inflamatorios es de suma importancia
fortalecer las defensas celulares para neutralizar el dano provocado por el estrés oxidativo
(Castillo-Velarde, 2019).

En la mayoria de los casos, los tratamientos utilizados para disminuir la inflamacion
también pueden aliviar el dolor y reducir el estrés oxidativo (Chilquillo y Cervantes, 2017;
Iddir et al., 2020; Panchal y Prince-Sabina, 2023). Actualmente, los medicamentos
antiinflamatorios se dividen en esteroideos y no esteroideos, los cuales mitigan la inflamacién
y los sintomas asociados; sin embargo, su consumo a largo plazo puede causar graves efectos
adversos gastrointestinales, hepaticos, cardiovasculares y renales (Sostres et al., 2010;
Vonkeman y van de Laar, 2010; McCarberg y Gibofsky, 2012; Wongrakpanich et al., 2018;
Bindu et al., 2020).

Dado este vinculo entre los radicales libres y los procesos fisiopatologicos mencionados,
se han impulsado investigaciones orientadas a la obtencion de nuevos farmacos no toxicos
capaces de eliminar radicales libres con efecto analgésico y/o antiinflamatorio (Preethi et al.,
2006). Desde la antigiiedad, las plantas medicinales y aromaticas han sido utilizadas en la
medicina tradicional para el tratamiento de numerosas dolencias humanas (Petrakou et al.,
2020), incluyendo el dolor y la inflamacion (Jalali ez al., 2020). Esto ha generado un creciente
interés en sus propiedades biologicas, especialmente en sus compuestos bioactivos (Caleja et

al.,2019), como los compuestos fenolicos (Mubashar-Sabir et al., 2015). Estos son de suma
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importancia farmacologica por su gran diversidad estructural (Ceron-Carrillo et al., 2014)

que les confiere la capacidad de neutralizar los radicales libres (Coronado et al., 2015; Rotta

etal.,2017).

Aloysia citrodora Palau, 1784 (verbena de limén) (Figura 1), es un arbusto originario de

América del Sur, caracterizado por el intenso olor a [imén que desprenden sus hojas (Diaz et

al., 2007; dos Santos et al., 2017). Tradicionalmente, se ha consumido como té de sus partes

adreas para tratar afecciones gastrointestinales, respiratorias y principalmente como sedante

(Toursarkissian, 1980; Wannmacher ef al., 1990; Bassols y Gurni, 1996; Maliki et al., 2021;

Rashid et al., 2022). Esta especie contiene considerables cantidades de compuestos fenolicos

como fenilpropanoides, flavonoides, lignanos y taninos, ademas de otros compuestos no
fenolicos (Dellacassa y Bandoni, 2003; Wernert et al., 2009; Ombito et al., 2014;
Bahramsoltani ef al., 2018; Rezig et al., 2019; Mpiana, 2020).

Sin embargo, la mayoria de los estudios
realizados sobre sus efectos antioxidante,
analgésico y antiinflamatorio se han centrado
en aceites esenciales o extractos acuosos. Por
ello, la evaluacion del efecto antioxidante,
analgésico y antiinflamatorio del extracto
etanolico de las partes aéreas de A. citrodora
permitira explorar con mayor profundidad su
potencial, ofreciendo una mejor comprension
de sus propiedades y contribuyendo al
desarrollo de nuevas alternativas naturales para
el tratamiento o prevencion de enfermedades

asociadas al estrés oxidativo.

Figura 1. Aloysia citrodora Palau (Imagen tomada
de https://goo.su/idJzBC).
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3. Marco teorico

3.1. Inflamacion

La inflamacion es un mecanismo de defensa del organismo que busca eliminar la causa de la
lesion y reparar los tejidos afectados. Esta respuesta puede ser desencadenada por distintos
factores como infecciones microbianas, toxinas, quemaduras, radiacion, traumatismos u
otros estimulos nocivos (Shah et al., 2011; Fialho et al., 2018). Clasicamente, la inflamacion
se caracteriza por cinco signos: enrojecimiento, calor, edema, dolor y pérdida de funcion
(Dassoler et al., 2004; Chen et al., 2017; Virshette ef al., 2019). A nivel celular y vascular,
este proceso involucra cambios en el flujo sanguineo, aumento de la permeabilidad vascular
y migracion de leucocitos hacia el sitio de la lesion (Chistiakov ef al., 2018). Estos eventos
son desencadenados principalmente por la liberacion de mediadores inflamatorios
(Abdulkhaleq et al., 2018), algunos son producidos a partir de la activacion de la fosfolipasa
A3 y la liberacion de acido araquidonico, que dan origen a prostaglandinas y leucotrienos.
Ademas, las células inflamatorias generan especies reactivas de oxigeno (ERO) que
contribuyen al ambiente proinflamatorio (Dassoler ef al., 2004; Meyer et al., 2005; Falcao et

al., 2005).

3.1.1. Fases de la inflamacion

El proceso inflamatorio puede dividirse en etapas principales que incluyen la liberacion de
mediadores, el efecto de estos sobre los vasos y células, la llegada de leucocitos al sitio de
lesion, la regulacion del proceso para evitar daio excesivo y finalmente la reparacion tisular.
En la primera etapa son liberadas moléculas mediadoras que en la mayoria de los casos son
sintetizadas o liberadas por los mastocitos ante ciertos estimulos. Posteriormente, estas
moléculas provocan alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que facilitan la
migracion de células y moléculas inmunes. La regulacion incluye mecanismos inhibidores
que ayudan a finalizar o equilibrar la respuesta, mientras que la fase final busca reparar total

o parcialmente los tejidos afectados por el agente o por la misma respuesta inflamatoria

(Bordés et al., 1994).

3.1.2. Tipos de inflamacion
De acuerdo con su duracion, la inflamacion se clasifica en aguda y crénica. La inflamacioén

aguda es una respuesta rapida que aparece en minutos u horas posteriores a la lesion. Se
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caracteriza por la exudacion de liquido y proteinas plasmaticas hacia los tejidos, junto con
una migracion de neutréfilos predominante (Kumar, 2021; Hannoodee y Nasuruddin, 2024).
Por su parte, la inflamacion cronica representa una respuesta prolongada que puede persistir
durante semanas, meses o incluso de forma indefinida. Este tipo de inflamacion se distingue
por la infiltracién de linfocitos y macrofagos, asi como por la proliferacion de vasos
sanguineos y tejido conjuntivo (Bosma-Den Boer et al., 2012; Aziz et al., 2013; Dominguez-

Lopez, 2015; Jiménez-Pérez, 2019).

3.1.3. Inflamacion cronica

Clinicamente en la inflamacion cronica los signos como el enrojecimiento y el calor son
menos evidentes, con fiebre de menor intensidad (Blanco et al., 2007). Se observa infiltracion
predominante de células mononucleares (macrofagos, linfocitos y células plasmaticas),
destruccion tisular causada por las propias células inflamatorias e intentos repetidos de
reparacion que dan lugar a fibrosis, proliferacion de pequefios vasos sanguineos y tejido
conjuntivo (Fallis, 2013; Cirion y Herrera, 2005).

La inflamacion cronica suele surgir cuando la respuesta aguda no se resuelve
adecuadamente y persiste el estimulo inflamatorio. Esta transicion puede deberse a la
persistencia del dafio, a la presencia de antigenos endogenos o a factores que modifican el
tipo y funcion de las células en el sitio inflamado (Mackay et al., 1985). Como consecuencia,
se altera la regulacion de la respuesta inmunitaria, provocando una sobreproduccion de
citocinas inflamatorias, sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno y la disfuncion
tisular asociado al dafio celular (Brzozowski et al., 2003; Chilquillo y Cervantes, 2017;

MohanKumar et al., 2023).

3.2. Dolor

El dolor es definido por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) como
una “experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un dafo tisular real o
potencial” (IASP, 2020). El dolor forma parte de los mecanismos de defensa del organismo,
en condiciones normales funciona como un sistema de alarma que ayuda a proteger la
integridad de este y favorece su supervivencia (Bataille y Chausset, 1997). Sin embargo, con
frecuencia el dolor se convierte en un proceso cronico que termina siendo el centro de la
enfermedad misma (Julius y Basbaum, 2001; Micé y Ortega-Alvaro, 2006). Se ha reportado

que en la mayoria de los casos el dolor es el principal motivo que lleva a los pacientes a
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solicitar atenciéon médica (Schim y Stang, 2004). Por esta razén, se considera un problema
de salud global que afecta a personas de cualquier sexo, edad, clase social, etnia o raza

(Adnan et al., 2019).

3.2.1. Nocicepcion

Es importante diferenciar entre dolor y nocicepcion. Mientras que el dolor es una experiencia
subjetiva que incluye componentes sensoriales, emocionales, cognitivos y sociales, la
nocicepcion se refiere al proceso neural de deteccion y codificacion de estimulos nocivos por
parte del sistema nervioso periférico (SNP) y central (SNC), donde las consecuencias de este
proceso pueden variar desde un simple reflejo de retirada hasta conductas mas complejas o
respuestas autonomicas (Tracey, 2005; Basbaum et al., 2009; McKune et al., 2015).

La transmision de los estimulos nociceptivos va desde el impulso nervioso en las fibras
nerviosas periféricas hasta la percepcion como sensacion dolorosa (D'Mello y Dickenson,
2008). Este proceso se divide tradicionalmente en cuatro etapas: transduccion, transmision,
modulacion y percepcion (Piérola, 2007).

Durante la transduccion, los nociceptores convierten los diferentes estimulos (mecanicos,
quimicos o térmicos) en potenciales de accion en las fibras nerviosas periféricas, iniciando
asi la despolarizacion de la membrana y la transmision del impulso doloroso al SNC (Romera
et al., 2000). La transmisién comienza con la propagacion de los potenciales de accion al
SNC. Estos impulsos llegan hasta la medula espinal, luego al tdlamo y finalmente a la corteza.
Pasando por el haz espinotaldmico en el proceso, quien se encarga de discriminar entre
localizacion, duracion e intensidad del dolor (Chapman y Nakamura, 1999; Romera et al.,
2000). La modulacién del dolor se lleva a cabo principalmente en la médula espinal, donde
la sefial nociceptiva puede ser amplificada o inhibida. La amplificacion o sensibilizacion
central contribuye al desarrollo de hiperalgesia y alodinia. Por otro lado, la inhibiciéon ocurre
a través de la activacion de receptores opioides periféricos y de las vias descendentes desde
el cerebro que liberan neurotransmisores inhibitorios reduciendo la transmision del dolor y
produciendo analgesia (Martinez-Valencia, 2021; Guilbaud et al., 1994). Finalmente, la
Percepcion integra la informacion obtenida por las anteriores etapas junto con los factores
individuales de tipo social, emocional y cognitivos para dar lugar a la sensacion subjetiva de

dolor (Sabatowski et al., 2004; Pi¢rola, 2007).
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3.2.2. Clasificacion del dolor

El dolor se puede clasificar segun su duracion en agudo y crénico. Es agudo cuando aparece
rapidamente y es de corta duracion (horas). En cambio, el dolor crénico persiste por periodos
prolongados y desaparece lentamente o de forma incompleta (Patel ef al., 2016).

Sin embargo, comunmente el dolor también es clasificado de acuerdo con los
mecanismos que lo generan, siendo tres tipos principales: nociceptivo, inflamatorio y
patoldgico (Woolf, 2010). El dolor nociceptivo representa la deteccion y alerta de posibles
estimulos nocivos seguido de una accion inmediata del organismo para evitar o disminuir el
dafio en el tejido (Basbaum ef al., 2009). El dolor inflamatorio se presenta si existe dafio
tisular que activa el sistema inmunoldgico, provocando la liberacion de mediadores
inflamatorios (metabolitos del 4cido araquidonico, histaminas, citocinas y radicales libres)
algunos capaces de activar a los nociceptores provocando una hipersensibilidad en la zona
afectada hasta que se repare el dafio (Woolf, 2004). Por ultimo, el dolor patolégico resulta

del dafo al sistema nervioso o por un funcionamiento anormal de este (Jensen ef al., 2011).

3.3. Estrés oxidativo

El oxigeno es una molécula esencial para la vida aerdbica, ya que participa de forma activa
en la produccion de ATP y en el metabolismo celular (Rice-Evans ef al., 1995). Sin embargo,
durante estos procesos se generan moléculas inestables y parcialmente reducidas que
presentan una alta reactividad quimica conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) (Gonzalez-Limon, 2016; Garcia-Llorens et al., 2025). Algunas de
estas ROS son radicales libres, es decir, son atomos o moléculas que poseen uno o mas
electrones desapareados en su ultimo orbital. Esta caracteristica los hace altamente inestables
y extremadamente reactivos, pudiendo ser capaces de dafiar moléculas esenciales como
lipidos, proteinas, carbohidratos e incluso el ADN, lo que puede alterar la homeostasis y
provocar dafo celular (Aruoma, 1998; Pham-Huy ef al., 2008).

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la produccion de ROS y la
capacidad antioxidante propia del organismo que puede llevar al deterioro o muerte celular
(Rodriguez et al., 2001; Durackova, 2010; Reuter ez al., 2010). Este desequilibrio puede
originarse por una deficiencia en los sistemas de defensa antioxidante o por un aumento

excesivo en la generacion de ROS (Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez, 2018).
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3.3.1. Sistemas antioxidantes

El organismo humano dispone de diferentes mecanismos para contrarrestar los efectos del
estrés oxidativo. Estos pueden ser de origen enddgeno (producidos por el propio cuerpo) o
exodgeno (obtenidos principalmente a través de la dieta) (Chilquillo y Cervantes, 2017).

Los sistemas endogenos incluyen mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Los
enzimaticos actian degradando las ROS a través de reacciones especificas. Un ejemplo
clasico es la enzima superdxido dismutasa, que convierte el ion superdxido en peroxido de
hidrogeno. Posteriormente, enzimas como la catalasa y el glutation peroxidasa transforman
el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular (Pham-Huy et al., 2008; Pizzino et
al., 2017). Por su parte, los mecanismos no enzimaticos estan formados por compuestos de
bajo peso molecular como las vitaminas A, C y E, el acido urico y los carotenoides, entre
otros (Krishnamurthy et al., 2024). Ademas, existen antioxidantes preventivos que actilan
evitando la formacién de nuevas especies reactivas de oxigeno. Entre ellos destacan las
proteinas transportadoras de hierro, las cuales se unen al Fe*" y evitan o retardan su
participacion en la reaccion de Haber-Weiss. De manera similar, la ceruloplasmina oxida el
hierro ferroso (Fe?**) a hierro férrico (Fe*'), inhibiendo la reaccion de Fenton y, por

consiguiente, la generacion del radical hidroxilo ("(OH) (Ahumada y Bardales, 2011).

3.4. Enfermedades asociadas al estrés oxidativo e inflamacion

Aunque en un inicio la inflamacion es producto de una respuesta protectora, la inflamacioén
incontrolada o crénica se vuelve perjudicial para los tejidos (Gil, 2002). Esta inflamacion se
ha visto relacionada con diversas enfermedades (Mueller ef al., 2010).

Entre las patologias mas relacionadas se encuentran las enfermedades respiratorias, como
el sindrome de insuficiencia respiratoria progresiva, la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) y el asma (Sierra-Vargas et al., 2004; Borquaye et al., 2020). En el caso del
asma, se trata de un padecimiento inflamatorio cronico de las vias respiratorias que provoca
una produccion excesiva de ROS (Hicks-Gomez et al., 2005). Ademas, durante la ventilacién
pulmonar diaria se inhalan agentes contaminantes como el ozono, el diéxido de nitrogeno y
el humo de cigarrillo. En algunos casos, la exposicion prolongada a este ultimo causa dafio a
proteinas esenciales, peroxidacion lipidica, ruptura de cadenas en el ADN y, en algunos

casos, apoptosis o necrosis celular (Gutiérrez, 2003).
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Las enfermedades cardiovasculares también estdn estrechamente relacionadas con estos
procesos, entre ellas el sindrome metabdlico, la hipertension, la diabetes y la arteriosclerosis
(Rani et al., 2016; Villanueva-Bahena, 2016; Praveen ef al., 2024; Zubair y Burns, 2024).

De igual manera, las enfermedades neurodegenerativas muestran una fuerte conexion con
el estrés oxidativo y la inflamacion cronica (Praveen et al., 2024). La inflamacion, tanto
aguda como cronica, puede alterar la barrera endotelial del cerebro, aumentando la presencia
de citocinas proinflamatorias y células inmunitarias en el tejido cerebral, lo que reduce la
capacidad neuroprotectora (Rajeev ef al., 2022). Entre estas enfermedades se encuentran el
Alzheimer, el Parkinson, la enfermedad de Huntington y la esclerosis multiple (Trushina y
McMurray, 2007; Trist et al., 2019; Brondani et al., 2023). Los efectos acumulativos de las
ROS sobre las membranas, proteinas, ADN y lipidos de las neuronas llevan a la
neurodegeneracion y, finalmente, a la muerte neuronal. Por esta razon, el control de los
procesos proinflamatorios y de la inflamacion cronica ha despertado un interés creciente por
su posible utilidad para disminuir los principales trastornos neurodegenerativos (Allavena et
al., 2008; Caughey, 2016).

Otros trastornos que también se han relacionado con estos mecanismos son el cancer
(Coussens y Werb, 2002; Allavena et al., 2008; Singh et al., 2019; Praveen et al., 2024), la
artritis y el choque séptico (Borquaye et al., 2020). En el caso del cancer, las ROS pueden
estimular el crecimiento de células musculares lisas, lo que sugiere un papel importante del
estrés oxidativo en la angiogénesis tumoral. Ademas, se han observado niveles bajos de
enzimas antioxidantes en células tumorales (Elejalde, 2001).

En la mayoria de las enfermedades mencionadas, la inflamacion crénica actiia como
detonante clave que las desencadena y favorece su progresion (Gil, 2002; Nunes et al., 2020;
Nakadate et al., 2025). El estrés oxidativo y la inflamacién crénica no actian de manera
aislada, sino que se retroalimentan mutuamente. Detrds de esta inflamacion crénica se
encuentra una activacion persistente del sistema inmune que mantiene una elevada
produccion de citocinas inflamatorias y de ROS, que asu vez tienen la capacidad de activar
diferentes vias de sefializacion proinflamatorias, formando un ciclo que genera dano celular
y disfuncion tisular, (Brzozowski et al., 2003; Borquaye, 2020; MohanKumar et al., 2023;
Nakadate et al., 2025). Ademas, esta interaccion entre inflamacion cronica y estrés oxidativo

contribuye directamente al mantenimiento e intensificacion del dolor, ya que las ROS y las
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citocinas sensibilizan los nociceptores, aumentando la percepcion de las senales aferentes en
los tejidos afectados y al mismo tiempo incrementan la actividad cerebral (D'Mello y
Dickenson, 2008). De esta manera, el estrés oxidativo, la inflamacién y el dolor forman un
ciclo interconectado que explica muchos de los sintomas y la progresion de las enfermedades

cronicas.

3.5. Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) representan uno de los grupos de analgésicos
mas utilizados tanto en el &mbito hospitalario como en el comunitario, siendo de los farmacos
mas recetados y consumidos en el mundo (Ibafiez et al., 2010; Virshette et al., 2019). Aunque
comunmente se asocia su accion, principalmente con el efecto antiinflamatorio, los AINEs
también poseen efectos analgésicos, antipiréticos y antiplaquetarios (Panchal y Prince-
Sabina, 2023). Si bien su efecto analgésico es menor al que se obtiene con dosis Optimas de
opioides, su eficacia les permite aliviar una gran variedad de dolores y molestias como
dolores de cabeza, articulares, musculares, dentarios y uterinos, entre otros (Chilquillo y
Cervantes, 2017). Algunos de los mas conocidos y utilizados son el paracetamol, la
indometacina, la nimesulida, el acido acetilsalicilico y el ibuprofeno (Woolf'y Salter, 2000).

El principal mecanismo de accion de los AINEs consiste en la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa (COX). Se han identificado dos isoformas principales: la COX-1 y la COX-
2, siendo esta tltima la responsable de la produccion de mediadores inflamatorios (Clemente
et al., 2005; Ibafiez et al., 2010). Al inhibir la COX, estos farmacos impiden la conversion
del acido araquidonico en endoperdxidos, reduciendo asi la sintesis de prostaglandinas,
prostaciclinas y tromboxanos (Bagchi ef al., 1999). Disminuyendo efectos caracteristicos de
la inflamacién como la vasodilatacién, el aumento de la permeabilidad vascular y la
broncoconstriccion (Martinez-Valencia, s.f.; Hall et al., 2001).

Sin embargo, el uso prolongado o excesivo de los AINEs se ha visto directamente
relacionado con importantes efectos adversos, entre los que destacan los problemas
gastrointestinales, renales y cardiovasculares (Gaddi et al., 2004; Sostres et al., 2010;
McCarberg y Gibofsky, 2012; Muhammad et al., 2013; Wongrakpanich et al., 2018;
Ardelean et al., 2024). Estos efectos se deben principalmente a la inhibicion no selectiva de

ambas isoformas de la COX, lo que afecta negativamente las funciones gastroprotectoras de
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la COX-1 (Tapiero et al., 2002; Wallace, 2008). Ademas, en algunos casos se ha reportado
la aparicion de tolerancia o dependencia (Martini y Whistler, 2007).

Debido a estas limitaciones y al riesgo que representan los efectos adversos a largo plazo,
existe una necesidad creciente de buscar alternativas terapéuticas mas seguras para el
tratamiento de los trastornos inflamatorios y el dolor. En este contexto, las plantas
medicinales representan una gran opcion, ya que suelen presentar efectos secundarios

minimos en comparacion con los farmacos convencionales.

3.6. Plantas medicinales

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde tiempos ancestrales en la medicina
tradicional para el tratamiento de diversos sintomas y enfermedades. Son de gran importancia
ya que una parte considerable de la poblaciéon mundial, especialmente regiones con pocos
recursos, depende de ellas como atencidon médica principal gracias a su disponibilidad,
eficacia y efectos secundarios minimos (Farnsworth et al., 1985; Sofowora et al., 2013; Welz
et al.,2018). En la actualidad, estas plantas siguen empleandose ampliamente como remedios
alternativos para el manejo del dolor y la inflamacion (Falcdo et al., 2005; Tekulu et al.,
2020).

En México existe una gran variedad de tratamientos herbolarios, lo cual le confiere el
segundo lugar mundial en nimero de plantas medicinales registradas (Taddei-Bringas et al.,
1999). Més de 60 grupos étnicos utilizan mas de 5,000 especies con fines medicinales
(Juarez-Rosete et al., 2013). Incluso en zonas urbanas, el uso de plantas medicinales sigue
siendo comun, gracias a que la mayoria de estas especies crecen de forma silvestre (Osuna-
Torres et al., 2005).

Los efectos farmacoldgicos observados en las plantas medicinales se deben
principalmente a la presencia de metabolitos secundarios (Borquaye et al., 2020). La
produccion de estos compuestos varia segin distintos factores como puede ser la época del
afio, las caracteristicas del suelo, la luz, la temperatura, el agua y los nutrientes disponibles
(Villanueva-Bahena, 2016). A diferencia de los metabolitos primarios, los secundarios no se
distribuyen de manera uniforme en el reino vegetal, ya que se sintetizan en cantidades
pequeias y suelen estar restringidos a ciertos géneros, familias o incluso especies (Avalos y

Pérez, 2009; Martin, 2018). Ademas, su producciéon aumenta cuando las plantas se
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encuentran bajo estrés biotico o abiodtico, lo que incide en su capacidad de supervivencia
(Ricco et al., 2011; Gull et al., 2019; Lustre, 2022).

Entre los metabolitos secundarios mayormente estudiados por su influencia en la
salud con efectos antioxidantes, analgésicos y antiinflamatorios se encuentran los
polifenoles, flavonoides, carotenoides, alcaloides, terpenoides, lignanos y cumarinas (Hatano
et al., 1989; Wu et al., 2018; Unal et al., 2020; Borquaye et al., 2020; Owona et al., 2020;
Cirmi et al., 2021; Baron et al., 2021).

Se estima que alrededor del 50 % de los medicamentos actuales han sido derivados
de productos de origen vegetal (Dominguez-Lopez, 2015). Por esta razon, los metabolitos
secundarios de las plantas juegan un papel importante en el desarrollo de nuevos farmacos
(Zaynab et al.,2018; Li et al., 2020). Sin embargo, de las aproximadamente 250,000 especies
de plantas superiores, unicamente entre el 5 % y el 15 % han sido estudiadas (Sumner, 2000).
Siendo que, aun muchas plantas utilizadas tradicionalmente se desconoce su efectividad real
y los principios activos responsables de esta, resaltando la necesidad de realizar estudios
experimentales que confirmen sus propiedades farmacologicas (Sosa ef al., 2002).

Por razones como la busqueda de alternativas a la medicina alopata, la falta de
recursos econoémicos, el dificil acceso a servicios médicos e incluso la conciencia ambiental
es que existe un interés creciente en la medicina tradicional (Mejia, 2017). Los estudios
etnobotanicos han sido clave para identificar plantas con potenciales actividades biologicas
y han contribuido al descubrimiento de nuevos productos naturales con posible uso medicinal

(Nunes et al., 2020).

3.7. Aloysia citrodora Paldu

Nombre cientifico: Aloysia citrodora Palau

Sinonimia taxonomica: Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton, Aloysia citridora Palau, Aloysia
citriodora Paléau, Lippia citriodora Kunth, Lippia citrodora Kunth, Lippia triphylla (L'Hér.)
Kuntze.

Nombres comunes: cedron, hierba luisa, verbena olorosa, verbena de limoén, hierba de la
princesa.

Distribucion: se distribuye ampliamente en Sudamérica, desde Chile, Bolivia, Uruguay,
Paraguay, Brasil y Argentina. Actualmente existen registros en otros paises de clima

templado calido ademas de los de su habitat como: Marruecos, Francia, Eslovenia, Egipto,
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Italia y México (Dellacassa y Bandoni, 2003). En México se ha reportado en los estados de
Aguascalientes, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala y Zacatecas. Crece desde los 500 hasta los 3200
msnm (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, s.f.; Williams y
Jenks, 2024).

Clasificacion:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Infrareino: Estreptofitas
Superdivision: Embriofitas
Division: Magnoliophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Asteranae
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae
Género: Aloysia Juss.
Especies: Aloysia citrodora Palau
Descripcion botanica: Es un arbusto lefioso, erecto y muy ramificado, que puede alcanzar

entre 1,5 y 3 metros de altura. Es muy aromatico, libera un caracteristico olor a citrico. Los
tallos son subcuadrangulares, lefiosos y estriados. Las hojas son simples, lanceoladas a
ligeramente lanceoladas, enteras o ligeramente serruladas, de &pice agudo, ligeramente
pecioladas y generalmente dispuestas en verticilos de tres. Miden entre 5 y 10 cm de largo,
presentan color verde palido y estan cubiertas de pelos glandulares. Las flores son pequeiias,
blancas a lavanda palida, con corola tubular dividida en 4-5 l6bulos y caliz tubular con 5
dientes largos; se agrupan en inflorescencias paniculadas terminales delgadas. (Dellacassa 'y
Bandoni, 2003; Gattuso et al., 2008; Di Leo Lira, 2016; Williams y Jenks, 2024).

Usos etnobotanicos: en la medicina tradicional es considerada una de las plantas medicinales
mas populares. Sus hojas se preparan principalmente en infusion y se utilizan ampliamente
para tratar afecciones gastrointestinales, tales como coélicos, indigestion, diarrea, niuseas,
vomito, flatulencia y como agente digestivo, carminativo, antiespasmodico y antidiarreico.
También se emplea como sedante suave para aliviar ansiedad, insomnio y agitacion, ademas
de usarse como analgésico leve contra dolores de cabeza. Para problemas respiratorios se
utiliza como remedio expectorante y antiasmatico. Otros usos reportados incluyen

propiedades diuréticas, emenagogas, antipiréticas, antihistaminicas, cardiotonicas y
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estimulantes (Rao et al., 1979; Ratera y Ratera, 1980; Toursarkissian, 1980; Wannmacher et
al., 1990; Guerrera et al., 1995; Bassols y Gurni, 1996; Carnat et al., 1999; Mors et al., 2000;
Pascual et al., 2001; Dellacassa y Bandoni, 2003; Santos-Gomes et al., 2005; Bahramsoltani
et al., 2018; Hurrell, 2018; Mohammadhosseini ef al., 2022).
Fitoquimica: se caracteriza principalmente por la presencia de compuestos polifendlicos y
terpenoides. El aceite esencial es el responsable del aroma caracteristico de la planta, el cual
tiene como componentes principales el citral (mezcla de geranial y neral) y limoneno, junto
con otros monoterpenos como geraniol, linalol y cineol. Las fracciones no volatiles estan
dominadas por compuestos polifendlicos donde destaca el verbascosido y su derivado
isoverbascosido como los més abundantes. Ademas, se han identificado gran variedad de
flavonoides como la luteolina y sus glucosidos, asi como otros polifenoles como acidos
hidroxicindmicos y taninos. La concentracion de estos metabolitos secundarios puede variar
segun distintos factores como la parte de la planta utilizada, el estado de madurez, el genotipo
y las condiciones ambientales (Lamaison y Carnat, 1993; Terblanché y Kornelius, 1996;
Nakamura et al., 1997; Carnat et al., 1999; Dellacassa y Bandoni, 2003; Argyropoulou et al.,
2007; Gil et al., 2007; Bilia et al., 2008; Wernert et al., 2009; Ricco et al., 2011; Agah y
Najafian, 2012; Moein et al., 2014; Ombito et al., 2014; Bahramsoltani ef al., 2018; Rezig et
al., 2019; Alvarez-Rosales et al., 2019; Mpiana, 2020; Williams y Jenks, 2024).
Actividades farmacologicas: se han realizado diversos estudios sobre los efectos
farmacoldgicos de 4. citrodora. La mayoria de estos trabajos se ha centrado en el aceite
esencial, debido al alto contenido de compuestos volatiles de la planta, aunque también
existen evaluaciones con extractos acuosos, hidroalcoh6licos, metanolicos y etandlicos.
Entre las actividades biologicas reportadas se encuentran: actividad antimicrobiana
(Demo et al., 2005; Oskay et al., 2005; Yasunaka et al., 2005; Ali et al., 2008; Oliva et al.,
2010; Rojas et al., 2010; Mirzaie et al., 2016; Shafiee et al., 2016), actividad espasmolitica
(Ragone et al., 2007), actividad anticonvulsiva (Rashidian et al, 2016), efectos
gastrointestinales (Ragone et al., 2007; Calzada et al., 2010), efectos sedantes y ansioliticos
(Ragone et al., 2010; Daniel et al., 2014; Veisi et al., 2015) y actividad antioxidante (Zheng
y Wang, 2001; Stashenko et al., 2003; Zamorano-Ponce et al., 2004; Yoo et al., 2008; Poblete
et al., 2009; Portmann et al., 2012; Mosca et al., 2014; Cheurfa y Allem, 2016; Martino et
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al., 2016; Quintero et al., 2017; Garcia, 2018; Fitsiou et al., 2018; Hosseini et al., 2019;
Jaradat et al., 2021; Sprea et al., 2023).

Los efectos antinociceptivos y analgésicos han sido poco estudiados, existiendo
unicamente algunas evaluaciones con extracto metandlico (Nakamura et al., 1997), extracto
etanolico (Qnais et al., 2009), extracto acuoso (Veisi et al., 2016), aceite esencial (Kaskoos,
2019) y verbascosido puro (Isacchi et al., 2011). Por su parte, la actividad antiinflamatoria
es aun mas limitada, habiendo en un estudio con extracto hexanico (Ponce-Monter et al.,
2010) y como suplemento dietético (Mauriz ef al., 2015).

Aunque existen algunos trabajos con extracto etanodlico, estos son escasos en
comparacion con los realizados con aceite esencial o extractos acuosos, siendo mucho mas

notoria esta brecha en los efectos analgésico y antiinflamatorio.
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Justificacion

4. Justificacion

El estrés oxidativo ha sido identificado como un factor clave en el desarrollo y progresion de
numerosas enfermedades cronicas, debido a que contribuye al dafio celular y favorece la
aparicion de procesos fisiopatologicos como la inflamacion crdonica y el dolor asociado a esta.
Aunque el organismo cuenta con sistemas antioxidantes enddégenos para contrarrestar estos
efectos, muchas veces requiere el apoyo de antioxidantes exdgenos provenientes de la dieta
para neutralizar el dafio celular y prevenir la aparicion o progresion de dichas enfermedades.
Por esta razon, en los Ultimos ha incrementado el interés en el estudio de las actividades
bioldgicas de las plantas medicinales. En particular, Aloysia citrodora destaca por su alto
contenido de compuestos fenolicos, posicionandola como una alternativa potencial para
neutralizar radicales libres. Sin embargo, la mayor parte de los estudios realizados hasta la
fecha sobre sus efectos antioxidante, analgésico y antiinflamatorio se han centrado
principalmente en aceites esenciales o extractos acuosos. En este sentido, la evaluacion del
efecto antioxidante, analgésico y antiinflamatorio del extracto etanolico de las partes aéreas
de A. citrodora permitird explorar con mayor profundidad el potencial de esta especie, ofrecer
una mejor comprension de sus propiedades y contribuir al desarrollo de nuevas alternativas
naturales para el tratamiento o prevencion de enfermedades y padecimientos asociados al

estrés oxidativo.

5. Pregunta de investigacion

(El extracto etanolico de las partes aéreas de Aloysia citrodora presenta efectos antioxidante,

analgésico y antiinflamatorio en modelos in vitro e in vivo?

6. Hipotesis

Dado que Aloysia citrodora sintetiza una gran variedad de compuestos fendlicos como
fenilpropanoides, flavonoides, lignanos y taninos, se espera que el extracto etanolico muestre
capacidad para neutralizar radicales libres en pruebas in vitro y de ejercer efectos analgésicos

y antiinflamatorios en modelos in vivo.
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7. Objetivos

7.1. Objetivo general

Evaluar los efectos antioxidante, analgésico y antiinflamatorio del extracto etanolico

Aloysia citrodora.

7.2. Objetivos particulares

— Cuantificar los fenoles totales en el extracto etanodlico de A. citrodora.

— Identificar la composicion quimica de los polifenoles presentes en el extracto
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

— Determinar el potencial antioxidante del extracto etanolico de A. citrodora mediante
los ensayos de DPPH, ABTS™" y FRAP.

— Evaluar el efecto analgésico del extracto etandlico de A. citrodora mediante el modelo
de contorsiones abdominales inducidas por acido acético en raton.

— Evaluar el potencial antiinflamatorio del extracto etandlico de 4. citrodora mediante
el modelo de edema auricular inducido con TPA en raton.

— Determinar la toxicidad aguda del extracto mediante la estimacion de la Dosis Letal

Media (DLso).
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8. Materiales y Métodos

8.1. Material vegetal

La colecta del material vegetal se realizé en agosto de 2024, en la localidad de Santa Ana,
Municipio de Chiautempan, Tlaxcala, México. Posteriormente se llevd a identificar al
Herbario IZTA, de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala para corroborar su identidad

taxondmica, donde se guardo un ejemplar y se obtuvo su niimero de registro.

8.2. Obtencion del extracto

La obtencion del extracto se llevé a cabo por el método de maceracion. El material bioldgico
(parte aérea) de A. citrodora se pesé y posteriormente macero6 con etanol. Dejandose reposar
por siete dias en el solvente. Consecutivamente se destild a presion reducida para concentrar
el extracto. El rendimiento se determind con referencia del peso del extracto y el peso seco

de la planta, con base a la siguiente formula (Rodriguez, 2014):

Peso del extracto

Rendimiento % = (

)(100)

Peso seco de la planta

8.3. Analisis fitoquimico del extracto

8.3.1. Cuantificacion de fenoles totales (FT)
El método utilizado para determinar y cuantificar FT fue el ensayo de Folin-Ciocalteu
mediante espectrofotometria con base a una reaccion de 6xido-reduccion. Se utilizé una
solucion patron de acido gélico (AG) a una concentracion de 0.2 mg/mL, con ella se realizd
la curva patréon a concentraciones de 0.02 a 0.12 mg/mL. Para las muestras problema se
empled una solucidon patron con 1 mg de extracto/mL, se prepararon los tubos con 0.25
mg/mL. Estas soluciones fueron medidas espectrofotométricamente a 760 nm.
Posteriormente, con los datos obtenidos, se realiz6 una regresion lineal con los datos de
AG. Los resultados del extracto se interpolaron y se reportd en miligramos equivalentes de

acido galico por g de extracto (mgEAG/g) (Mufioz, 2015).

8.3.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés)

La naturaleza quimica de los polifenoles en el extracto se conocidé mediante un analisis por
HPLC-fase reversa, se realizaron por separado perfiles cromatograficos para acidos fendlicos
y flavonoides. Los estandares utilizados para la identificacion de acidos fendlicos fueron:

acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido vanilico, acido p-
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cumarico y acido p-hidroxibenzoico. Y para el analisis de flavonoides se inyectaron los
estandares: apigenina, floretina, florizina, galangina, miricetina, quercetina y rutina. Se
utilizé un cromatdgrafo Hewlett Packard, modelo 1100 con bomba cuaternaria y detector de
arreglo de diodos (DAD). Para el analisis de acidos fendlicos se uilizé una columna Nucleosil
C18 y para el anélisis de flavonoides una columna Hypersil ODS (Smm, 4mm x 125 mm,
100A). Los sistemas se programaron con una velocidad de flujo de 1 mL/min, con fase mévil
en gradiente basada en una mezcla de soluciones A (H2O con &cido tricloroacético, pH 2.5)
y B (acetonitrilo): 0 min (85:15 de A y B respectivamente), 20 min (65:35). En el sistema se
inyectaron muestras de extracto de 20 puL (8 mg/mL). Los andlisis de las sefales en los

cromatogramas se determinaron en el espectro UV, a 254, 280 y 330 nm.

8.4. Pruebas in vitro

8.4.1. Actividad antioxidante
8.4.1.1. Prueba con el radical DPPH

El experimento se realizo siguiendo el método descrito por Baliyan ef al., (2022). Basado en
la reduccidon del radical libre estable DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) mediante la
transferencia de electrones desde un compuesto o sustancia con propiedades antioxidantes.
Dicha reaccion provoca una disminucion del color violeta intenso, caracteristico del DPPH,
a un amarillo claro, como resultado de la interaccion entre el DPPH y los compuestos
antioxidantes de los extractos quienes le ceden electrones. El procedimiento se llevo a cabo
en placas de 96 pozos, en las cuales se anadieron 50 pL de los extractos en diferentes
concentraciones, todas por triplicado, junto con 150 puL de una solucion de DPPH en metanol
(250 uM). Las placas se incubaron en oscuridad a 37 °C, donde posteriormente se midio la
absorbancia a 515 nm para calcular el porcentaje de reducciéon del DPPH. Se utilizo
quercetina como estandar de referencia, y como control negativo se emplearon pozos con
200 pL de metanol. La actividad antioxidante media se expresé como CAso, que corresponde
con la concentraccion de extracto que reduce al radical un 50%.

8.4.1.2. Prueba con el radical ABTS™

Se evaluo siguiendo el método descrito por Re et al., (1999). Basado en la cuantificacion de
la decoloracion posterior a la reduccion del radical cationico ABTS' (4cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) provocada por la interaccion con moléculas donantes de

hidrogeno o de electrones. El radical ABTS™" se gener6 mediante una mezcla de reaccion
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compuesta por una soluciéon de ABTS (7 mM/L) y una solucién de persulfato de potasio (2.45
mM/L) en agua destilada. Estas soluciones se mezclaron en proporciones iguales y se dejaron
reposar durante 16 horas a temperatura ambiente en la oscuridad. Para obtener la solucion de
trabajo, 1 mL de la mezcla ABTS™" se diluyd con 60 mL de metanol, lo que ajusto la
absorbancia a 0.7 £ 0.02 unidades a 734 nm. En tubos de ensaye se hicieron reaccionar por
triplicado 250 pL de extracto en diferentes concentraciones (50 - 500 pg/mL) con 2,250 pL
de la solucion ABTS™". La mezcla se agito y se dejo reposar en oscuridad durante 7 minutos
a temperatura ambiente, posteriormente se midi6 la absorbancia a 734 nm. La Quercetina se
utiliz6 como estandar de referencia, bajo las mismas condiciones que el extracto. La actividad
antioxidante se expresd como porcentaje de reduccion del radical ABTS™, y se determin6 la
CAso del extracto.

8.4.1.3. Prueba con el reactivo FRAP

El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se realizd segun lo descrito por
Benzie y Strain, (1996). Basado en la capacidad de donar un electrén al Fe** (oxidado) para
pasar a Fe** (reducido) que tienen los compuestos antioxidantes. Dando como resultado que
el complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro sea reducido al complejo
ferroso coloreado. Para el ensayo se prepararon las siguientes soluciones: a) 300 mM de
amortiguador de acetato con pH 3.6 (acetato de sodio trihidratado/acido acético glacial), b)
10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridol-s-triazina) en 40 mM de HCI, c¢) 20 mM FeCls.

Las soluciones descritas fueron mezcladas en una relacion a: b: ¢ 10:1:1 (v/v/v) para
obtener la mezcla de reactivos FRAP, la cual se mantuvo en un bafio a 37 °C durante todo el
proceso. En tubos de ensaye se adicionaron por triplicado 286 pL de las concentraciones
(estandar de referencia (Trolox) en concentraciones de 10 a 35 pg/pL o del extracto disuelto
en metanol en concentracion de 200 pg/ul) y 2,714 puL de la mezcla de reactivos (FRAP), el
blanco consistid en 286 pL de metanol y 2,714 uL de reactivo FRAP. Los tubos se incubaron
10 min a temperatura ambiente y luego se midid la absorbancia a 593 nm. La absorbancia
final de las muestras se comparo con la curva estandar de Trolox. Los resultados se reportaron

como miligramos equivalentes de Trolox por gramo de extracto (mgET/g).
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8.5. Pruebas in vivo

8.5.1. Animales

En las pruebas del efecto analgésico, antiinflamatorio y toxicidad aguda se utilizaron ratones
macho de la cepa ICR-CD1 (Mus musculus), provenientes del Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala UNAM. Durante el periodo de experimentacion los animales se
mantuvieron en jaulas de 5 individuos cada una en condiciones estandar de temperatura,
humedad e iluminacién (22 °C, alternando ciclos de 12 h luz-oscuridad), con agua y alimento
ad libitum. Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM 062-Z0O0-1999 (2001), referente al uso y manejo de animales de laboratorio usados
en investigacion cientifica. Ademas, los experimentos fueron avalados por el comité de ética
de la FES Iztacala, en el anexo 1 se adjunta la carta probatoria.

Después de las pruebas los organismos se sacrificaron por dislocacion cervical, los
cadéaveres se colocaron en bolsas amarillas, utilizadas para desecho de tejidos, o6rganos y
cadaveres de animales, proporcionadas por la Comision de Bioseguridad de la FES Iztacala.
Las bolsas se colocaron en el congelador del Bioterio de la FES Iztacala para su posterior

manejo.

8.5.2. Actividad analgésica

El efecto analgésico del extracto se determind mediante el método de contorsiones
abdominales inducidas por acido acético, propuesto por Koster et al., (1959), con algunas
modificaciones. Se formaron cuatro grupos de cinco ratones macho de 25-40 g de peso
corporal. Todos los tratamientos fueron administrados por via oral. Los grupos
experimentales recibieron el extracto en dosis de 50 y 100 mg/kg. Como control positivo se
utilizd Indometacina (10 mg/kg) y como control negativo (vehiculo) solucion salina 0.9%.
Una hora después, a cada animal se le inyectd una solucion de acido acético al 1% (10
mL/kg), por via intraperitoneal. Posteriormente, se registrd6 el nimero de contorsiones
abdominales durante un periodo de 20 minutos. El porcentaje de inhibicion fue calculado

utilizando la siguiente formula:

Media del grupo control — Media del grupo tratado

% Inhibicion = ( ) x 100

Media del grupo control
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9.5.2. Actividad antiinflamatoria

El potencial antiinflamatorio del extracto se evalud por el método de edema auricular
inducido con TPA (13-acetato de 12-O-tetradecailforbol), segiin lo descrito por De-Young et
al., (1989). Los ratones (de 25-40 g) fueron anestesiados con 50.4 mg/kg de pentobarbital
sodico por via intraperitoneal. Diez minutos después se les aplico 10 pL de solucion de TPA
(250 mg/mL) en la oreja derecha. Tras 5 minutos, se administr6 topicamente los tratamientos
en dosis de 0.5 y 1 mg/oreja y el farmaco Indometacina (0.8 mg/oreja) en la oreja derecha,
mientras que la oreja izquierda, fue utilizada como control. Después de 4 horas, los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical y posteriormente se extrajeron biopsias
circulares de 6 mm didmetro de cada oreja para determinar su peso. La diferencia de peso
entre las orejas derecha e izquierda fue considerado como la medida del edema. Se calculo

el porcentaje de inhibicion.

8.5.3. Toxicidad aguda

Se utiliz6 el método descrito por Lorke (1983) para determinar la toxicidad aguda (DL5o).
Este método consta de dos etapas. En la primera etapa se formaron grupos de tres ratones que
recibieron por via oral dosis de 10, 100 y 1,000 mg/kg de peso corporal del extracto etanodlico
de A. citrodora, utilizando solucion salina al 0.9% como vehiculo. Se registr6 la mortalidad
durante las 24 horas posteriores a la administracion. Para la segunda etapa se seleccionaron
las dosis dependiendo los resultados de la primera etapa, en este caso se utilizaron 1,600,
2,900 y 5,000 mg/kg, requiriendo Unicamente un individuo por dosis. De igual forma, se
registré la mortalidad durante las 24 horas posteriores a la administracion. Los resultados se

expresaron como dosis letal media (DLso).

8.6. Anadlisis estadisticos
Los datos obtenidos de la cuantificacion de fenoles y de la prueba con el reactivo FRAP se
analizaron mediante regresiones lineales para determinar los mg equivalentes al estandar de
referencia utilizado pruebas mencionadas. Para determinar la actividad antioxidante del
extracto mediante las pruebas DPPH y ABTS™ se realizaron regresiones lineales para
conocer la concentracion de extracto que reduce en un 50% los radicales empleados (CAso).
Para las pruebas de analgesia y antiinflamatoria se realizo ANOVA de un factor para la
comparacion de medias entre grupos, seguido de pruebas post hoc, se aplicod la prueba de

Duncan. Se optd por presentar e interpretar los resultados con base en la prueba de Duncan,
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al ser mas sensible para identificar diferencias entre grupos en estudios exploratorios. El

software utilizado fue IBM® SPSS® Statistics 20.
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9. Resultados

9.1. Datos etnobotdanicos

Tabla 1. Ficha técnica de A. citrodora.

Nombre cientifico: Aloysia citrodora Palau

Nombre comun: Cedréon

Parte utilizada: Aérea

Uso: Afecciones gastrointestinales, sedante, analgésico,

expectorante y diurético.

Forma de uso: Infusion

Fecha de colecta: Agosto de 2024

Zona de colecta: Santa Ana, Chiautempan, Tlaxcala, México.
Colector: José Samuel Meraz Martinez

No. de registro en el Herbario: 1ZTA4588

Figura 2. Ejemplar de herbario de 4. citrodora que forma
parte de la coleccion botanica del herbario 1ZTA, con
numero de registro 4588
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9.2. Rendimiento del extracto
Se obtuvo el extracto etanolico a partir de 147g material vegetal seco y fragmentado de A.
citrodora, del cual se obtuvieron 5.271g de extracto, que corresponden con un rendimiento

del 3.586%.

9.3. Cuantificacion de Fenoles
Posterior a la interpolacion en la regresion lineal de 4cido gélico, se determiné que el extracto
etandlico de 4. citrodora posee 127.32 + 3.56 mgEAG por gramo de extracto, que

corresponden con 12.73% de fenoles totales (Figura 3 y Tabla 2).
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Concentracion (mg/ml)
Figura 3. Curva patron de acido galico (AG). Valores promedio de tres repeticiones

+ DE.

Tabla 2. Fenoles totales en el extracto etanolico. Valores
obtenidos por interpolacion en la curva patrén de AG.

Fenoles totales

mgEAG/g de extracto 127.32+ 3.56

Porcentaje de fenoles 12.73
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9.4. Cromatografia liquida de alta resolucion

Referente a los andlisis por HPLC, en los cromatogramas se identificaron cuatro acidos

fenolicos (&cido sindpico, ac. p-hidroxibenzodico, ac. ferlico y ac. galico) y cuatro

flavonoides (kaempferol, isorhamnetina, apigenina y quercetina) (Tabla 3). El acido ferulico

fue el mas abundante de los acidos fendlicos, con 1.45 mg por gramo de extracto. Por su

parte, el kaempferol fue el mas abundante de los flavonoides identificados, con 6.74 mg por

cada gramo de extracto. Es importante mencionar que en los cromatogramas se detectaron

varias seflales de otros acidos fendlicos y flavonoides que no pudieron ser identificados, tal

como se puede observar en los cromatogramas de las figuras 4 y 5, lo anterior se debe a que

no hubo un estandar de referencia para comparar sus tiempos de retencion y sus espectros de

absorcion en UV, mas adelante en la discusion se abordara el tema.

Tabla 3. Datos de los analisis por HPLC-Fase para acidos fenolicos y flavonoides.

Grupo de Abundancia Cromatogramas
MS A (nm) No. TR Compuesto (mg/g de Formula de referencia
extracto)
Acidos 330 1 6.859  Acido sinapico 0.3 W Figura 4a
(e HaCO N
fendlicos OH
HO
OCHj
254 2 2793 Acido p- 0.13 OH Figura 4b
hidroxibenzoéico
. OH
330 3 5.827  Acido ferulico 1.45 (e o Figura 4c
HO
280 4 1.55 Acido galico 0.73 Oy -OH Figura 4d
OH
Flavonoides 365 1 17.642  Kaempferol 6.74 Figura 5a
365 2 18.573  Isorhamnetina 0.17 Figura 5a

26




Resultados

330 3 16.955  Apigenina 3.48 O OH " Figura 5b
o

HO
]

254 4 13.913  Quercetina 0.42 Figura 5c

MS: metabolitos secundarios, A: Longitud de onda en nm, TR: tiempo de retencion.
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DAD1 B, Sig=330,4 Ref=360,100 (C:\CHEM32\1\DATA\FLAVONOIDES\FLAVONOIDES 2026-01-27 15-48-59\FLAV000006.0)
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos del perfil de acidos fenodlicos por HPLC, del extracto etandlico de A.
citrodora. a) acido sinapico, b) acido p-hidroxibenzoico, ¢) acido feralico y d) acido galico.
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DADT A, Sig=365,4 Ref=360,100 (C\CHEM32\1\DATAFLAVONCIDES\FLAVONOIDES 2026-01-27 15-48-58\FLAVO00006.0)
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Figura 5. Cromatogramas obtenidos del perfil de flavonoides por HPLC, del extracto etandlico de A. citrodora.
a) kaempferol e isorhamnetina, b) apigenina, c) quercetina.
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9.5. Actividad antioxidante

9.5.1. Reduccion con el radical DPPH

El extracto etanolico de A. citrodora redujo al radical DPPH en un 64.85% de reduccion en
la concentracion mayor evaluada, que fue de 250 pg/mL. Con el analisis de regresion lineal
se obtuvo un valor de CAso de 160.7 pug/mL (Figura 6), este valor es superior al obtenido por
la quercetina (usada como estandar de referencia), de la que se obtuvo una CAso de 4.6 pg/mL

(Figura 7).
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Figura 6. Actividad reductora del extracto etanolico de A. citrodora sobre
DPPH. Valores promedio de tres repeticiones = DE.
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Figura 7. Actividad reductora de la Quercetina sobre DPPH. Valores
promedio de tres repeticiones + DE.
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9.5.2. Reduccién con el radical ABTS**

En cuanto al efecto antioxidante del extracto de 4. citrodora, este mostrd un efecto reductor
sobre el radical ABTS®", con un maximo de reduccion de 64.73% con la concentracion de
500 pg/mL y un valor de CAso de 389.3 ng/mL (Figura 8), este valor es mayor que el obtenido
para la quercetina, de la que se obtuvo una CAso de 30.4 pg/mL (Figura 9).
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Figura 8. Actividad reductora de del extracto etanolico de A. citrodora sobre el
radical ABTS*". Valores promedio de tres repeticiones + DE.
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Figura 9. Actividad reductora de la Quercetina sobre el radical ABTS **. Valores
promedio de tres repeticiones + DE.
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9.5.3. Reduccién del Fe’* por el método de FRAP

El extracto etanolico de A. citrodora mostr6 pontencial para reducir el i6n férrico, con base
a la regresion lineal realizada con distintas concentraciones de Trolox, se obtuvo que la
capacidad reductora del extracto sobre el Fe*", es de 66.94 + 1.7 mgET por gramo de extracto,

lo cual representa una reduccion del 6.69% (Figura 10 y Tabla 4).
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Figura 10. Curva patron de la actividad reductora del Trolox sobre Fe**. Valores
promedio de tres repeticiones + DE.

Tabla 4. Capacidad antioxidante del extracto etandlico de A.
citrodora. Valores obtenidos tras interpolacion en la curva patron

de Trolox

Capacidad antioxidante
mgET/g de extracto 66.94 + 1.7
Porcentaje de reduccion 6.69
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9.6. Actividad analgésica

La administracion del extracto etandlico de A. citrodora produjo un efecto analgésico al
disminuir el nimero de contorsiones abdominales inducidas por 4cido acético. En el grupo
vehiculo se observd un mayor nimero de respuestas, con 66.0 £ 4.6 contorsiones, el grupo
al que se le administré Indometacina present6 38.4 + 5.1 contorsiones (41.8%) y los grupos
tratados con el extracto muestran una reduccion de las contorsiones dosis-dependiente, dado
que se obtuvieron 47 £+ 7.2 (28.8%) y 26.8 £+ 14.6 (59.4%) para las dosis de 50 mg/kg y 100
mg/kg respectivamente (Figura 11 y Tabla 5). Mediante el andlisis de varianza (ANOVA) se
evidencid que hay diferencias significativas entre los grupos (F 3,16y = 3.517, p =0.039). La
prueba post hoc de Duncan, determiné que existian diferencias significativas entre el
tratamiento control respecto a los otros tratamientos, formando dos grupos principales: Grupo
1 (Control) y Grupo 2 (Indometacina 10 mg/kg, 4. citrodora 50 y 100 mg/kg). Esto indica
que ambas concentraciones del extracto de A. citrodora presentaron efecto analgésico similar

al farmaco de referencia Indometacina.
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Figura 11. Inhibicién de las contorsiones inducidas por acido acético en ratones.
Valores porcentuales + EEM. (n=5). *p < 0.05 frente al grupo vehiculo,
estadisticamente significativo por ANOVA (p<0.05) y Duncan (p<0.05).
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Tabla 5. Efecto del extracto etanodlico de A4. citrodora sobre las contorsiones
abdominales inducidas por acido acético en ratones.

Tratamientos Numero de contorsiones  Inhibicion %
Vehiculo 66 +£4.6 -
Indometacina 10 mg/kg 384 +5.1* 41.8

A. citrodora 50mg/kg 47 +£7.2* 28.8

A. citrodora 100mg/kg 26.8 £ 14.6* 59.4

(F 3,16 = 3.517), *estadisticamente significativo para P<0.05 en comparacion
con el vehiculo. Los datos se presentan como media + EEM del niimero de
contorsiones registradas durante 20 minutos.

9.7. Actividad antiinflamatoria
En los resultados de la evaluacion del efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de 4.
citrodora en el modelo de edema auricular inducido por TPA en ratones. El grupo control
(vehiculo) presentd un tamafio del edema promedio de 11.8 = 1.17 mg. Los grupos tratados
con indometacina (0.8 mg/oreja) y con el extracto etanolico de A. citrodora (0.5 y 1 mg/oreja)
mostraron una reducciéon del edema, con inhibiciones del 26.9 %, 7.3 % y 22.5 %,
respectivamente (Figura 12, Tabla 6).

Sin embargo, el andlisis de varianza (ANOVA) revelé que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (F ,16) = 2.479, p = 0.098). La prueba post-
hoc de Duncan tampoco mostré diferencias significativas entre los tratamientos y el grupo

control.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion del edema auricular inducido por TPA en
ratones tratado con extracto etandlico de 4. citrodora (0.5 y 1 mg/oreja),
indometacina (0.8 mg/oreja) y vehiculo. Los datos se expresan como media +
EEM (n=5).
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Tabla 6. Efecto del extracto etandlico de A. citrodora sobre el tamafio del edema
auricular inducido con TPA.

Tratamientos Tamaio del edema (mg) Inhibicion %
Vehiculo 11.8+£1.17 -
Indometacina 0.8 mg/oreja 8.626 + 1.39 26.9

Aloysia 0.5 mg/oreja 10.938 + 0.07 7.3

Aloysia 1 mg/oreja 9.14+0.54 22.5

Los datos se presentan como media =+ EEM del tamafio del edema auricular.
*estadisticamente significativo para P<(.05 en comparacion con el vehiculo. No
se observaron diferencias (F 3,16) = 2.479, p = 0.098).

9.8. Toxicidad aguda

En la evaluacion de la toxicidad aguda (DLso) del extracto etandlico de A. citrodora, en la
primera etapa no se observo mortalidad en los individuos a los que se les administraron las
distintas dosis (10, 100 y 1,000 mg/kg), por lo que se procedi6 a la segunda etapa con dosis
de 1,600, 2,900 y 5,000 mg/kg de peso corporal. En esta segunda etapa tampoco se registro
mortalidad en los animales tratados (Tabla 7). Por lo tanto, la DLso administrada via oral del

extracto etanolico de A. citrodora es mayor a 5,000 mg/kg de peso corporal.

Tabla 7. Determinacion de la DLso del extracto etandlico de A. citrodora

Fase uno

Dosis (mg/kg) Numero de ratones/grupo  Proporcion de ratones muertos
10 3 0/3

100 3 0/3

1000 3 0/3

Fase dos

Dosis (mg/kg) Numero de ratones/grupo  Proporcion de ratones muertos
1600 1 0/1

2900 1 0/1

5000 1 0/1
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10. Discusion

El estrés oxidativo se presenta cuando hay demasiadas moléculas inestables en el organismo
llamadas radicales libres y no hay suficientes antioxidantes para neutralizarlas. A largo plazo
pueden provocar envejecimiento prematuro, inflamacion cronica, cancer y otras
enfermedades (National Cancer Institute, 2024). Los flavonoides y otros compuestos
fenodlicos, cuya fuente principal son las plantas, pueden contrarrestar el estrés oxidativo
debido a su potencial reductor (Martinez-Florez et al., 2002). En el presente trabajo se evalud
el efecto antioxidante, analgésico y antiinflamatorio del extracto etandlico de A. citrodora.

En cuanto al contenido de fenoles totales, los resultados mostraron que A. citrodora puede
ser considerada es una fuente valiosa de compuestos fenolicos, con un valor de 127.3248 mg
EAG/g de extracto etandlico. Estos resultados son mayores que los reportados por Cheurfa y
Allem (2016) en extractos hidroalcohdlicos y acuosos de hojas de 4. triphylla y que el
extracto metandlico de Yoo et al. (2008). Estas diferencias en el contenido de fenoles totales
podrian atribuirse a el tipo de solvente utilizado en la extraccion (Choupani et al., 2014), asi
como a la variabilidad de la planta, el grado de maduracién o a las condiciones postcosecha
(Vasco et al., 2008).

En el perfil de 4cidos fendlicos y flavonoides se identificaron solamente algunos de ellos
(4cido sinépico, ac. p-hidroxibenzdico, ac. ferulico y ac. gélico, kaempferol, isorhamnetina,
apigenina y quercetina) y previamente se menciond que en los cromatogramas se muestra la
presencia de otros compuestos fenolicos no identificados, por lo que en estudios posteriores
es necesario inyectar una mayor cantidad de estdndares para poder ientificar una mayor
diversidad de compuestos. Sin embargo, al ser el extracto una mezcla compleja de
metabolitos secundarios, es probable que no se pudieran identificar en su totalidad, dado que
en el reino vegetal solamente se ha estudiado entre el 5 % y el 15 % de los productos naturales
(Sumner, 2000). Los 4cidos fendlicos y falvonoides identificados en el extracto etanolico de
A. citrodora han sido reportados en otros trabajos con potencial antioxidante (Kumar y Goel,
2019), analgésico (Amrati et al., 2023) y antiinflamatorio (Xie et al., 2024), lo que sugiere
que estos compuestos, de manera individual o en conjunto pueden coadyuvar con los efectos
biologicos evaluados en este trabajo.

La actividad antioxidante del extracto etanolico se determind mediante los ensayos

de DPPH, ABTS*" y FRAP. En los primero dos ensayos, el extracto etanolico obtuvo valores
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de CAso de 160.7 pg/mL y 389.3 png/mL respectivamente. En cuanto al ensayo DPPH, este
valor permite clasificar al extracto etandlico de 4. citrodora como un buen antioxidante, dado
que es la CAso es menor que 200 pg/mL, clasificacion avalada por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) (Gardziella et al., 2000).
También, este valor resulto inferior a los registrados por Garcia (2018), Sprea et al. (2023)y
Fitsiou et al. (2018) quienes tuvieron valores de 1098.88 mg/L, 8.631 mg/mL y 6.3 mg/mL
respectivamente, pero superior a lo registrado por Jaradat et al. (2021) y Hosseini et al.
(2019) con valores de 35.48 pg/mL y 11.33 pg/mL respectivamente. En el ensayo ABTS®"
se obtuvo un valor de CAso inferior a los registrados por Fitsiou et al. (2018) y Garcia (2018)
que encontraron valores de 3.08 mg/mL y 820.96 mg/L respectivamente.

Respecto al ensayo de FRAP, el extracto evaluado present6 una capacidad antioxidante
de 66.94 = 1.7 mgET/g de extracto. Sin embargo, existen escasos estudios respecto a la
actividad antioxidante de A4. citrodora en este método, y, sumado a ello, los valores
registrados en dicha literatura no son comparables cuantitativamente debido a las diferencias
en las unidades empleadas para expresar los resultados. Por ejemplo, Cheurfa y Allem (2016)
analizaron el potencial antioxidante del extracto acuoso e hidroalcoholico de A. triphylla
mediante el método FRAP, encontraron valores de 12.90 £ 0.1 y 6.63 £ 0.1 moles de Fe*'/g
de extracto respectivamente. Por otro lado, Fotakis ef al. (2016) mediante el método FRAP,
evaluaron las actividades antioxidantes de infusiones y decocciones de diez especies de
plantas, entre estas, L. citriodora, con el valor mas alto de esta planta en la infusion siendo
de 44.80 £+ 2.08 mg de FeSO4-7H20/100mL. También, Choupani ef al. (2014) obtuvieron
que el extracto metanoélico de L. citriodora en la prueba de FRAP present6 la mayor actividad
antioxidante unicamente por debajo del antioxidante sintético BHT. Aunque los resultados
mencionados no son comparables cuantitativamente con los del presente estudio debido a las
diferentes unidades utilizadas (mgET/g, moles Fe?*/g, mgFeSO.-7H20/100 mL), si es posible
establecer comparaciones cualitativas. En todos los estudios citados, 4. citrodora mostré una
notable capacidad antioxidante en la prueba FRAP, lo que se atribuye a su alto contenido de
compuestos fendlicos y otros antioxidantes naturales presentes en sus hojas.

La variabilidad que existe entre los resultados del efecto antioxidante en estudios citados
y el presente trabajo podria deberse a varios factores, principalmente a la relacién entre el

tipo y cantidad de compuestos fendlicos presentes, ya que en las plantas estos son los
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principales compuestos con actividad antioxidante, gracias a su anillo aromatico, el cual
facilita la estabilizacion y redistribucion de los electrones desapareados en su estructura,
favoreciendo la donacion de atomos de hidrogeno (Rice-Evans et al, 1997, Comert y
Gokmen, 2017). Ademas, la cantidad total de fenoles depende de diversos factores, como la
especie, el tejido vegetal y la etapa de desarrollo, asi como condiciones ambientales, como
la temperatura, el estrés hidrico y la disponibilidad de luz (Zlati¢ et al., 2019). De igual forma,
se ha registrado una influencia importante del tipo solvente utilizado en la extraccion de los
componentes bioactivos, ya que durante la extraccion se obtienen mejores resultados en la
concentracion de compuestos fendlicos, flavonoides y taninos con solventes polares
intermedios como el etanol y metanol, lo que al mismo tiempo produce una actividad
antioxidante mayor (Al-Jaafreh, 2024).

El extracto etandlico de A. citrodora mostr6d efecto analgésico similar al estdndar de
referencia (indometacina) en ambas dosis evaluadas, sin observar diferencias significativas
en su efecto. Se observo una inhibicion dosis-dependiente de las contorsiones abdominales
con el extracto etanolico, obteniendo 47 + 7.2 (28.8%) y 26.8 + 14.6 (59.4%) para las dosis
de 50 mg/kg y 100 mg/kg respectivamente. Estos valores son consistentes con los reportados
por Veisi et al. (2016) con el extracto acuoso de L. citriodora, quienes notaron una relacion
dosis-dependiente de la concentracion de extracto con la disminucion del nimero de
contorsiones abdominales. Reportaron una inhibicion desde la dosis de 100 mg/kg (46.9%)
llegando hasta un 95% de inhibicion en la dosis de 500 mg/kg. Por otro lado, Kaskoos (2019)
reportd que el aceite esencial de L. citriodora en concentraciones de 5 y 10mg/kg obtuvieron
valores de contorsiones de 17.8 + 2.8 (72.2%) y 10.3 + 3.9 (84.4%) respectivamente, valores
superiores a los obtenidos en el presente estudio.

Los resultados de la prueba de contorsiones abdominales inducidas por acido acético
reflejan reacciones motoras generalizadas provocadas por dolor visceral transitorio (Veisi et
al.,2016). Aunque dicha prueba no representa un modelo especifico de nocicepcion, esta nos
permite evaluar de manera general el efecto antinociceptivo de distintas sustancias (Flores,
2024). El 4cido acético actia indirectamente al inducir la liberacién de mediadores como
histamina, serotonina y bradiquinina, los cuales estimulan los nociceptores viscerales que
responden a la accion de opioides y de antiinflamatorios no esteroideos (Collier et al., 1968).

Deraedt et al. (1980) reportaron que la administracion intraperitoneal de acido acético resulta
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en la liberacion de prostaglandinas (PGE> y PGF2,), provocando una reaccion inflamatoria.
Dado que el extracto etandlico de 4. citrodora present6 un efecto antinociceptivo similar al
de farmaco Indometacina y este actla a través de la inhibicion de la sintesis y/o liberacion de
prostaglandinas (Rang et al., 2012) se sugiere que el extracto etanolico A. citrodora comparte
este mecanismo antinociceptivo.

Es importante sefalar que, si bien, este experimento evidenci6 el efecto analgésico del
extracto etanolico de A. citrodora, las diferencias en el porcentaje de inhibicion del nimero
de contorsiones con respecto al de los trabajos mencionados, podria deberse a factores como
el tipo de extraccion, el solvente utilizado, las partes de la planta trabajadas, la via de
administracion de los tratamientos, entre otros.

La actividad antiinflamatoria del extracto etanolico de A. citrodora se evaludé mediante
el modelo de edema auricular inducido por TPA en ratones. El grupo control (vehiculo)
presento un edema promedio de 11.8 = 1.17 mg. Los grupos tratados con indometacina y con
el extracto etanolico de 4. citrodora (0.5 y 1 mg/oreja) mostraron una reduccion del edema,
con inhibiciones del 26.9 %, 7.3 % y 22.5 %, respectivamente. Sin embargo, el analisis de
varianza (ANOVA) indic6 que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos comparados con el vehiculo (F = 2.479, p = 0.098). Estos resultados contrastan
con lo reportado por Ponce-Monter et al. (2010), quienes observaron actividad
antiinflamatoria significativa con extracto hexanico de A. triphylla y con citral en el modelo
de edema plantar inducido por carragenina. De igual forma, Mauriz ef al. (2015) encontraron
que la suplementacion con extracto de hierbaluisa en pacientes con esclerosis multiple redujo
significativamente marcadores inflamatorios y aumento citoquinas antiinflamatorias.

La diferencia en el efecto podria explicarse debido al tipo de extracto utilizado, dado que
Ponce-Monter et al. (2010) trabajaron con extracto hexanico, el cual podria haber
concentrado mejor ciertos compuestos lipofilicos, como el citral. También, es posible que las
dosis utilizadas (0.5 y 1 mg/oreja) podrian haber sido insuficientes para observar un efecto
claro en el modelo de edema auricular inducido con TPA. Por ende, a pesar de no alcanzar
significancia estadistica, el porcentaje de reduccidon observado con la dosis de 1 mg/oreja
sugiere un cierto potencial antiinflamatorio que merece ser explorado con dosis mas altas,

tiempos de administracion diferentes o en otros modelos de inflamacion.
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La evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etandlico de 4. citrodora mostré un
valor de DLso > 5,000 mg/kg de peso corporal. Este resultado es similar a los reportados por
Etemal et al. (2015) y Etemal et al. (2016), quienes evaluaron la toxicidad aguda del extracto
acuoso de L. citriodora y de su componente principal, el verbascosido, obteniendo en ambos
casos una DLso mayor a 5g/kg. De igual forma, la International Fragrance Association (2009)
reportd que el aceite esencial de cedron presentd una DLso mayor a 5 g/kg.

De acuerdo con Clarke y Clarke (1977), cualquier sustancia con una DLsq oral superior
a 1,000 mg/kg en ratas puede considerarse de baja toxicidad. Asimismo, segun la escala de
Hodge y Sterner (CCOHS), los firmacos administrados por via oral se clasifican como
extremadamente toxico si la DLso es < 1 mg/kg, altamente toxico entre 1-50 mg/kg,
moderadamente toxico de 50-500 mg/kg, ligeramente toxico de 500-5,000 mg/kg,
practicamente no toxico entre 5,000-15,000 mg/kg y relativamente inofensivo a > 15,000
mg/kg. Por lo tanto, el extracto etanolico de A. citrodora puede clasificarse como
practicamente no toxico. También es importante notar que las concentraciones efectivas
(antioxidante, analgésico y antiinflamatorio) son mucho menores que la DLso. lo que
representa una ventaja ante su uso, al ser el extracto seguro y eficaz en las concentraciones

evaluadas.
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11. Conclusiones

El extracto etandlico de las partes aéreas de Aloysia citrodora demostrd poseer un interesante
potencial farmacologico. Mostré un contenido fendlico total elevado (127.32 + 3.56 mg
EAG/g), y mediante HPLC se identificaron cuatro acidos fenolicos (acido sindpico, acido p-
hidroxibenzoico, acido ferulico y acido galico) y cuatro flavonoides (kaempferol,
isorhamnetina, apigenina y quercetina). De estos, el acido ferulico (1.45 mg/g) y el
kaempferol (6.74 mg/g) fueron los compuestos mayoritarios.

Este perfil quimico se reflejo en una gran actividad antioxidante observada en los ensayos
DPPH, ABTS™ y FRAP. Asimismo, el extracto mostrd6 un efecto analgésico dosis-
dependiente en el modelo de contorsiones abdominales, alcanzando inhibiciones
comparables a la indometacina. Estos resultados sugieren que los compuestos fendlicos
identificados podrian ser los principales responsables de las actividades biologicas
observadas. Sin embargo, no se detectd un efecto antiinflamatorio significativo en el modelo
de edema auricular inducido por TPA, a pesar de que el mismo extracto fue efectivo en el
modelo analgésico.

Adicionalmente, el extracto demostrd baja toxicidad aguda (DLso> 5,000 mg/kg), lo que
la clasifica como practicamente no toxica. En conjunto, estos resultados posicionan a A.
citrodora como una especie con potencial antioxidante y analgésico. No obstante, se
requieren estudios adicionales para confirmar su actividad antiinflamatoria en otros modelos,
asi como la posibilidad de aislar e identificar los compuestos responsables de las actividades

biologicas observadas.
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Anexos

13. Anexos

Anexo 1. Carta de aval del comité de ética de la FES Iztacala, para realizar los experimentos
con los extractos de A. citrodora en modelos in vivo.

i _i-&.h Universidad Nacional Auténoma de México -
{ Facultad de Estudios Superiores Iztacala . ‘
2, COMISION DE ETICA L=

Los Reyes Iztacala a 20/03/2025

Oficio: CE/FESI/032025/1878

DRA. SERRANO PARRALES ROCIO
Presente:

En atencién a su solicitud de aval, por la Comisién de Etica de esta facultad, para su proyecto denominado

Evaluacion de los efectos antioxidante, antiinflamatorio y analgésico del extracto
etandlico de Aloysia citrodora Palau (Verbenaceae), que va a sometera No aplica - Se
utilizaran para un trabajo de Tesis de Licenciatura.

Esta comisién acordo la siguiente opinion técnica:
Avalado sin recomendaciones

Con vigencia del 20 de enero del 2025 al 11 de diciembre del 2025.

Sin otro particular por el momento, quedamos a sus 6rdenes para cualquier aclaracién y aprovechamos la
oportunidad para enviarle un atento saludo y nuestro respeto académico.

Alentamente

ij Py Y] lémua%'m.

Myma Miriam Valera Mota
Presidente
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