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RESUMEN

La hipertension es uno de los méas grandes desafios en salud pablica a nivel mundial y es
una de las principales causas de muerte prematura en el mundo. Se ha reportado que existen
compuestos dietarios que ejercen importantes efectos benéficos en la salud cardiovascular, entre
los que podemos mencionar a los flavonoides. El orégano mexicano se caracteriza por ser una
fuente importante de flavonoides y otros compuestos fenolicos, por lo cual, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la actividad antihipertensiva de extractos de orégano mexicano (Lippia
graveolens) en un modelo murino. Se determind la capacidad antioxidante de los extractos
utilizados (acuoso e hidroetandlico) mediante los métodos ORAC, FRAP y ABTS, asi como el
contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales mediante ensayos colorimétricos.
Ademas, se identificaron y cuantificaron los flavonoides en los extractos mediante anélisis UPLC-
MS/MS. La capacidad de los extractos para inhibir a la enzima convertidora de angiotensina, asi
como su efecto en la presion sanguinea de ratas espontaneamente hipertensas, también fueron
avaluados. El extracto hidroetanolico mostré mayor capacidad antioxidante que el extracto acuoso
en todos los métodos (ORAC, FRAP y ABTS) con resultados de 1823.10 + 50.26, 532.6 + 11.74
y 926.1 + 4.32 umol ET/g muestra, respectivamente. Asimismo, el extracto hidroetandlico tuvo
mayor contenido de compuestos fendlicos totales (63.70 + 5.18 mg EAG/g muestra) y flavonoides
totales (30.78 + 0.59 mg EQ/g muestra). Los flavonoides mas abundantes en los extractos fueron
naringenina para el extracto hidroetanolico y floridzina para el extracto acuoso. El extracto acuoso
tuvo un 1Cso de 0.183 mg/mL y el hidroetandlico de 0.138 mg/mL, siendo este ultimo el que tuvo
mayor capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina in vitro. Los extractos
acuoso e hidroetanolico lograron disminuir la presion sanguinea de ratas espontdneamente
hipertensas después de 3 horas de administrados. Ambos extractos disminuyeron gradualmente la
presién sanguinea a dosis de 200 mg/kg peso corporal. Sin embargo, solo el extracto acuoso logré
mantener hasta por siete horas el efecto antihipertensivo en niveles similares al farmaco captopril.
Los resultados de esta investigacion sugieren que los extractos de orégano mexicano tienen
compuestos con capacidad antioxidante potente y exhiben actividad antihipertensiva en ratas
espontaneamente hipertensas. Por lo tanto, podrian ser Gtiles para el desarrollo de nutracéuticos

coadyuvantes en el tratamiento de la hipertension arterial.
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ABSTRACT

Hypertension is one of the greatest public health challenges worldwide and is one of the leading
causes of premature death. It has been reported that there are dietary compounds, such as
flavonoids, that have important beneficial effects on cardiovascular health. Mexican oregano
(Lippia graveolens) is an important source of phenolic compounds, mainly flavonoids. Thus, the
objective of this research was to evaluate the antihypertensive activity of Mexican oregano
hydrophilic extracts in a murine model. The antioxidant capacity of the extracts used (aqueous and
hydroethanolic) was determined by the ORAC, FRAP, and ABTS methods. The content of
phenolic compounds and total flavonoids was determined by colorimetric assays; and the
flavonoids in the extracts were identified and quantified by UPLC-MS/MS analysis. The inhibitory
capacity of the angiotensin-converting enzyme was determined, and the effect of the extracts on
the blood pressure of spontaneously hypertensive rats was evaluated. The hydroethanolic extract
showed greater antioxidant capacity than the aqueous one, in all the ORAC, FRAP, and ABTS
methods, with results of 1823.10 + 50.26, 532.6 + 11.74, and 926 + 4.32 TE umol/g sample,
respectively. Likewise, the hydroethanolic extract had a higher content of total phenolic (63.70 +
5.18 GAE mg/g sample) and flavonoid compounds (30.78 + 0.59 QE/g sample) than the aqueous
one. The most abundant flavonoids in the extracts were naringenin for the hydroethanolic extract
and phlorizin for the aqueous extract. The aqueous extract showed an I1Cs of 0.183 mg/mL and the
hydroethanolic one of 0.138 mg/mL, the latter being the one with the highest enzyme inhibitory
capacity. Both extracts managed to lower the blood pressure of spontaneously hypertensive rats
from time three, observing a gradual decrease in blood pressure at the dose of 200 mg/kg body
weight. However, only the agueous extract maintained the antihypertensive effect until time seven
without showing significant differences with the antihypertensive drug captopril. The results of
this research suggest that the extracts of Mexican oregano contain compounds with both a potent
antioxidant capacity and an antihypertensive activity in spontaneously hypertensive rats, for which
they could be useful for the development of adjuvant nutraceuticals in the treatment of arterial

hypertension.

Keywords: hypertension, mexican oregano, antioxidants, flavonoids
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1. INTRODUCCION

La presion arterial es la fuerza con la que la sangre golpea las paredes de las arterias. Cuando
la presion arterial es mayor de 140 mmHg en presidn sanguinea sistdlica y/o la presion diastolica
excede los 90 mmHg el evento se conoce como hipertensién (OMS, 2023). Existen diversos
factores de riesgo asociados al desarrollo de hipertension, los cuales pueden ser modificables, como
dietas no saludables (consumo excesivo de sal, dieta alta en grasas saturadas y grasas trans, bajo
consumo de frutas y vegetales), sedentarismo, consumo de tabaco y alcohol y padecer sobrepeso u
obesidad. Entre los no modificables se incluyen los antecedentes familiares, la edad (mayor a 65
afios) y el padecimiento de otras enfermedades como la diabetes y enfermedad renal. Ya que
muchas de las personas que viven con hipertension no son diagnosticadas porque no muestran
sintomas, la hipertension es conocida como el “asesino silencioso”, y s por esto que es importante

la toma de la presion arterial de manera regular (OMS, 2021, 2023).

La terapia combinada, como el uso de bloqueadores de los canales de calcio e inhibidores del
sistema renina-angiotensina-aldosterona, ha mostrado ser eficaz para mantener la presion arterial
en niveles adecuados, reduciendo la morbilidad y mortalidad por enfermedad cardiovascular (Da
Silva Pinto et al., 2010). Notablemente, existen constituyentes dietarios que pueden contribuir a la
salud cardiovascular (Wu et al., 2012) y los compuestos fenolicos son algunos de ellos. Estos
metabolitos secundarios de las plantas se producen en respuesta a la radiacion UV y ataques de
microorganismos, entre otros tipos de estrés (Rahman et al., 2021). Los flavonoides son sustancias
naturales que pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos y se ha reportado que ejercen
importantes efectos cardioprotectores, los cuales se atribuyen principalmente a su actividad
antioxidante y vasodilatadora (Atucha et al., 2022). Estos compuestos son abundantes en frutas,
semillas y plantas y son responsables de caracteristicas como su fragancia y sabor (Dias et al.,
2021).

El orégano se ha utilizado en la medicina herbolaria para aliviar condiciones como el asma,

bronquitis, tos, diarrea, indigestion, dolores menstruales y estomacales, asi como para tratar

enfermedades infecciosas y otras relacionadas con la inflamacion y diabetes. Asimismo, se ha
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reportado que el orégano mexicano (Lippia graveolens) presenta propiedades bioldgicas como
antioxidante (Gutiérrez-Grijalva et al., 2017), anti-mutagénica (Martinez-Rocha et al., 2008),
fotoquimioprotectora (Garcia-Bores et al., 2017), y antimicrobiana (Avila-Sosa et al., 2010), entre
otras. Los beneficios a la salud de esta hierba aromatica se han atribuido principalmente a su
contenido de fitoquimicos, basicamente flavonoides y &cidos fendlicos (Gutiérrez-Grijalva et al.,
2017). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antihipertensivo de extractos

hidrofilicos de orégano (Lippia graveolens) en ratas espontaneamente hipertensas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Hipertension

La hipertension es una condicion en la que la presion de los vasos sanguineos esta elevada durante
periodos constantes y puede llegar a ser grave si no se trata (OMS, 2023; Carey et al., 2022). La
hipertensién es el principal factor de riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) y su control
subdptimo se asocia a enfermedad cerebrovascular, incluidos los accidentes cerebrovasculares
hemorragicos (58 %), e isquémicos (50 %), cardiopatia isquémica (55 %) y otras formas de ECV
(58 %), incluyendo insuficiencia cardiaca y enfermedad arterial periférica. Asimismo, la
hipertension es una de las principales causas de enfermedad renal, asi como de demencia debido a
la alteracién de los vasos sanguineos cerebrales (Carey et al., 2019). La hipertensién usualmente
no presenta signos ni sintomas y muchas personas no saben que la padecen. Asi, la medicion regular
de la presion arterial es la Unica forma de poder diagnosticar este padecimiento (CDC, 2021). La
hipertensidn se desarrolla con el tiempo, sin embargo, existen factores de riesgo modificables y no
modificables para el desarrollo de esta. Los factores modificables incluyen las dietas con exceso
de sal, ricas en grasas saturadas y grasas trans, ingesta insuficiente de frutas y hortalizas, la
inactividad fisica, el consumo de tabaco y alcohol, asi como padecer sobrepeso y obesidad. Por
otro lado, se encuentran los factores no modificables, como los antecedentes familiares de
hipertensién, la edad superior a los 65 afios y la ocurrencia de otras enfermedades como diabetes o
nefropatias (OMS, 2023). Adicionalmente, la hipertension también puede presentarse en mujeres
durante el embarazo (CDC, 2021).

2.1.1. Clasificacion

La definicion de hipertension arterial se basa en todas las guias disponibles sobre presion arterial.
Aunque la definicion de hipertension arterial difiere entre las guias de la Sociedad Europea de
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Cardiologia (SEC) de 2018, de la Sociedad Europea de Hipertension (SEH), de la Sociedad
Americana de Cardiologia (SAC) de 2017, las pautas del Colegio de Cardiologia — Asociacion
Americana del Corazon (AAC), y las pautas de la Sociedad Internacional de la Hipertension (SI1H)
2020 (Cuadro 1), las indicaciones para la terapia antihipertensiva son similares. Los pacientes con
presion arterial de al menos 140/90 mm Hg deben ser tratados si el riesgo cardiovascular es alto o
si hay signos de dafios en 6rganos diana (Brouwers et al., 2021). En pacientes con hipertension
grado 1 (las definiciones varian segun la guia), con riesgo cardiovascular de bajo a moderado y sin
evidencia de dafio organico mediado por hipertension, se recomienda tratamiento farmacologico
para disminuir la presion arterial si el paciente continda hipertenso después de un periodo de
intervencion en el estilo de vida. Todas las guias recomiendan realizar varias mediciones de la

presion arterial para diagnosticar correctamente la hipertension arterial (Brouwers et al., 2021)

2.1.2. Epidemiologia de la Hipertension

Anualmente, en la region de las Américas ocurren alrededor de 1.6 millones de muertes por
enfermedades cardiovasculares. Entre las defunciones, alrededor de medio millén son personas
menores de 70 afos, lo cual se considera una muerte prematura y evitable. La hipertensién afecta
entre el 20 y 40 % de la poblacién adulta, lo cual significa que alrededor de 250 millones de
personas la padecen. Particularmente, uno de cada cuatro mexicanos padece hipertensién arterial.
En hombres, la prevalencia es de 24.9 % y en mujeres, esta es de 26.1 %. La prevalencia estimada
es de 30 % conforme al criterio de 140/90 mm Hg, lo que equivale alrededor de 30 millones de
personas hipertensas por cada 100 millones (Pifia-Pozas et al., 2020). De acuerdo con la Encuesta
Nacional de Salud Publica y Nutricion de Medio Camino, 2016, realizada por el Instituto Nacional
de Salud Publica (INSP) y la Secretaria de Salud, el 25.5 % de la poblacion mexicana es hipertensa
y alrededor del 40 % de esta poblacion no sabe que lo es. Ademas, de los que saben que son

hipertensos (alrededor del 60%), solamente la mitad tiene la presion arterial controlada.
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Cuadro 1. Clasificacion de la hipertension arterial por clase o grado.
Presion arterial sistolica y diastélica en mm

Hg
Colegio Americano de Cardiologia — Asociacion Americana del Corazon
Normal <120 and <80
Elevada 120-129 y <80
Hipertension estadio 1 130-139 o0 80-89
Hipertension estadio 2 >140 0 >90
Sociedad Europea de Cardiologia — Sociedad Europea de Hipertension
Optima <120y <80
Normal 120 — 129 0 80 — 84, 0 ambas
Elevada — normal 130 —139 0 85 — 89, 0 ambas
Hipertension estadio 1 140 — 159 0 90 — 99, 0 ambas
Hipertension estadio 2 160 — 179 0 100 — 179, 0 ambas
Hipertension estadio 3 >180 0 >110, 0 ambas
Hipertension sistdlica aislada >140y <90
Sociedad Internacional de Hipertension
Normal <130y <85
Elevada — normal 130 —139 0 85 — 89, 0 ambas
Hipertension grado 1 140 — 159 0 90 — 99, 0 ambas
Hipertension grado 2 >160 0 >100, o0 ambas

2.1.3. Etiologia de la Hipertension

La hipertension se puede clasificar como esencial o secundaria, siendo la hipertensién esencial la
mas comun (95 % de los casos) (Carretero & Oparil, 2000). Este padecimiento es de naturaleza
multifactorial con determinantes ambientales, genéticos y sociales que pueden contribuir a su
desarrollo (Carey et al., 2018). Existen diversos factores de riesgo para esta enfermedad, siendo
los mas conocidos la obesidad, la inactividad fisica, consumo excesivo de sodio, la contaminacion
del aire y estrés crénico, alto consumo de alcohol, bajo consumo de potasio y calcio, entre otros
(Carretero & Oparil, 2000; Fuks et al., 2017; Haikerwal et al., 2020; Kanda et al., 2020; Miinzel
et al., 2017). Los mecanismos inmunitarios y la inflamacion sistémica tambien son importantes en
la patogénesis de la hipertension (Drummond et al., 2019; Rodriguez-Iturbe et al., 2017), asi como

la composicidn de la microbiota intestinal (Li et al., 2017; Mell et al., 2015).
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2.1.4. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

El sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) es un regulador critico del volumen sanguineo
y de la resistencia vascular sistémica. Este sistema se compone de una serie de proteinas y
angiotensinas (I, 11, 111 'y 1V) con actividad propia y especifica (Wagner-Grau, 2010) (Figura 1).
Mientras que el reflejo barorreceptor responde a corto plazo a la disminucion de la presion arterial,
el SRAA es responsable de alteraciones cronicas. Este sistema consta de tres principales
componentes: renina, angiotensina Il y aldosterona. Estos tres elementos actdan para elevar la
presion arterial en respuesta a su disminucion, la disminucién del suministro de sal al tabulo
contorneado distal, y/o el beta-agonismo. Mediante estos mecanismos, el organismo puede elevar
la presion arterial de manera prolongada (Fountain et al., 2023). La funcion del SRAA esta
principalmente asociada a la regulacién de la presion arterial por la modulacién del volumen
sanguineo, la reabsorcién de los iones de sodio, la secrecion de potasio, la absorcion de agua y el
tono vascular. Otras funciones del SRAA incluyen la inflamacion, apoptosis y fibrosis (Fountain
etal., 2023).
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Figura 1. Sistema renina-angiotensina-aldosterona y sus implicaciones en la fisiopatologia de la
hipertension. Adaptado de (Shahoud, 2022).
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El SRAA comienza con la produccién y liberacion de renina por las celulas yuxtaglomerulares del
rifion, que responden a la disminucion de la presion arterial, la actividad del sistema nervioso
simpatico, y a la reduccién de los niveles de sodio dentro de los tdbulos contorneados distales de
las nefronas. Una vez en el torrente sanguineo, la renina tiene contacto con el angiotensinogeno, el
cual es producido continuamente por el higado. El angiotensindgeno se convierte en angiotensina
| por la accion de la renina. Posteriormente, la angiotensina | alcanza los vasos sanguineos del
pulmon, en donde el tejido endotelial produce la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
(Shahoud et al., 2022).

La ECA lleva a cabo la conversién de angiotensina | en angiotensina I, la cual causa un aumento
de la presion arterial. Este aumento ocurre mediante distintos efectos, tales como una potente
vasoconstriccion en las arteriolas del organismo y la vasoconstriccion de las arteriolas de los
glomeérulos del rifion. Lo anterior resulta en el mantenimiento de la tasa de filtracion glomerular,
incremento en la reabsorcion de los iones de sodio mediante los tubulos renales, la liberacion de la
hormona antidiurética (HAD) de la glandula pituitaria posterior, y la liberacion de aldosterona de
la zona glomerulosa de la corteza suprarenal de las glandulas suprarrenales. Particularmente, la
reabsorcién de los iones de sodio resulta en una reabsorcion pasiva de agua por osmosis, lo cual
causa un incremento en el volumen sanguineo y en la presién arterial en consecuencia. Asi mismo,
la aldosterona aumenta la presion arterial a través de la regulacién positiva de las bombas de Na*/K*
del tubulo contorneado distal y el conducto colector dentro de la nefrona. Esta actividad en el tibulo
contorneado distal conduce a una mayor reabsorcion de sodio, asi como a una mayor secrecion de
potasio. ElI aumento de la reabsorcion de sodio conduce a la reabsorcion pasiva de agua y al

aumento de la presion arterial (Shahoud et al., 2022).

El rol de la regulacion de la presion sanguinea es mantener suficiente presién que permita la
perfusion adecuada de los organos y sus tejidos, sin embargo, esta debe ser adecuada y sin llegar a
niveles elevados que puedan causar dafios al organismo. Cuando el cuerpo entra en un estado de
hipotensidn aguda, la funcion basorreflectora tiende a regresar la presion arterial a niveles estables
gue permitan una perfusion continua (Zhang et al., 2001). Entonces, el organismo entra en un
estado de hipertension cronica, pero en muchos casos no existe una causa identificable por ser este

padecimiendo multifactorial. El término utilizado para esta condicion es hipertension esencial

20



(Carretero & Oparil, 2000; Oparil et al., 2003) y representa aproximadamente el 95 % de los casos
de hipertension. El tratamiento de la hipertension es critico ya que puede resultar en complicaciones
cerebrales, cardiacas y renales. La primera linea de tratamiento para la hipertension esencial
incluye los bloqueadores de calcio, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, los
bloqueadores de los receptores de la enzima convertidora de angiotensina, y los diuréticos
(Shahoud et al., 2022).

2.1.5 Estrés Oxidativo

La hipertension es un factor de riesgo modificable para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, especialmente para infarto cardiaco. La enfermedad puede resultar en dafios
tisulares graves, particularmente a la microvasculatura de la retina, cerebro y rifiones, y es una
causa importante de ceguera, demencia y falla renal cronica (Yamamoto-Moreno et al., 2020).
Asimismo, se ha sugerido que el estrés oxidativo es un factor importante en la patogénesis de la
hipertension (Baradaran et al., 2014; Griendling et al., 2021; Grossman, 2008). Notablemente, las
especies reactivas de oxigeno (ERO) tienen un papel importante en la homeostasis de la pared
vascular, por lo tanto, podrian ser parte de los mecanismos que promueven el desarrollo de

hipertension (Rodrigo et al., 2011).

2.1.5.1 Dafio a las macromoléculas. En cantidades excesivas, los radicales libres y oxidantes dan
lugar a un fenémeno conocido como estrés oxidativo, el cual es un proceso dafiino que puede
afectar negativamente las estructuras celulares, como las membranas, y moléculas, como los
lipidos, proteinas, lipoproteinas y acidos desoxirribonucleicos (ADN) (Pizzino et al., 2017). El
estrés oxidativo emerge cuando ocurre un deshalance entre la formacion de radicales libres y la
incapacidad de las células para neutralizarlos. Existen diversos mecanismos mediante los cuales
las macromoléculas de importancia bioldgica se ven afectadas por los radicales libres. Por ejemplo,
un exceso de radical hidroxilo y peroxinitritos pueden causar peroxidacion lipidica dafiando las

lipoproteinas y membranas celulares. Esto altimo, conducira a la formacion de malonaldehido y
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compuestos dienos conjugados, los cuales se conocen por ser citotoxicos y mutagénicos (Droge,
2002; Genestra, 2007; Pacher et al., 2007; Pizzino et al., 2017; Willcox et al., 2004). Al ser una
reaccion en cadena de radicales, la peroxidacion lipidica se propaga muy rapidamente afectando a
una gran cantidad de lipidos. Las proteinas pueden verse dafiadas por el estres oxidativo sufriendo
modificaciones conformacionales, las cuales podrian determinar una pérdida o deterioro de su
actividad enzimatica. EI ADN también es propenso a sufrir lesiones relacionadas con el estrés
oxidativo, siendo la mas representativa la formacion de 8-oxo-2’-desoxiguanosina, la cual es una
lesion del ADN particularmente perniciosa, que puede promover mutagénesis (Nishida et al.,
2013). Lo anterior puede acompafarse de perdida en la informacién epigenética, probablemente
debido a un impariamiento en la metilacion de la isla CpG, activas en los promotores de los genes
(Yasui et al., 2014).

2.1.5.2 Especies reactivas de oxigeno en la hipertension. Se cree que el estrés oxidativo estd
involucrado en muchos procesos patoldgicos (Baradaran et al., 2014). Las ERO comprenden una
gran variedad de moléculas con diferentes funciones sobre la funcion celular. Las ERO vy las
especies reactivas de nitrégeno (ERN) regularmente se forman como resultado del exceso de estrés
oxidativo e incluso como producto de funciones organicas normales (Cuadro 2). En cualquier
sistema bioldgico debe haber un equilibrio entre la formacion de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno y sus neutralizadores (Rafieian-Kopaei et al., 2013). Las especies reactivas como el
superoxido (O2), radical hidroxilo (HOe), peroxido de hidrégeno (H202), peroxinitrito (ONOQO"),
oxido nitrico (NOe) y el acido hipocloroso (HOCI) se producen en reacciones metabolicas
normales y son neutralizados por los antioxidantes. Sin embargo, las ERO pueden ocasionar dafio
celular en cantidades excesivas. En el sistema vascular, el superéxido y el perdxido de hidrégeno
son particularmente importantes para mantener el equilibrio redox celular, los rganos se protegen
de la toxicidad causada por el exceso de ERO de diversas formas, en las que se incluye el uso de
antioxidantes enddgenos y exdgenos (Touyz, 2004). El sistema antioxidante enddgeno, el cual es
la linea de defensa del organismo contra los dafios oxidativos, se compone de antioxidantes
enzimaticos, como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), y glutation peroxidasa (GPx),
y no enzimaticos, como el gluation (GHS), mientras que los antioxidantes exdgenos son aquellos

que el organismo obtiene a través de fuentes exdgenas, como los alimentos, entre los que destacan
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las vitaminas C y E, los carotenoides y los polifenoles (Bouayed & Bohn, 2010).

2.1.5.3 Estrés oxidativo en la hipertension. Como se menciond anteriormente, existe una fuerte
asociacion entre la presion sanguinea y los parametros relacionados con el estrés oxidativo. En
ratones, alteraciones genéticas que causan deficiencias en las enzimas generadoras de ERO
conllevan a valores mas bajos de presion sanguinea comparado con sus contrapartes, apoyando la
idea de que una menor produccién o presencia de ERO podria estar relacionada con valores de
presion arterial normales (Gavazzi et al., 2006). Por otro lado, se ha observado en aislados de
arterias de humanos y animales con hipertensién que la actividad antioxidante estd reducida, la
sefializacion redox-dependiente esta amplificada, y la produccion de ERO potencializada (Touyz
& Schiffrin, 2001). En estos casos, los efectos benéficos de los agentes antihipertensivos como los
inhibidores de la enzima convertidora de agiotensina I, bloqueadores de receptores de angiotensina
I1, los beta-adrenérgicos, y los bloqueadores de los canales de calcio, podrian estar mediados, al
menos parcialmente, por la disminucion del estrés oxidativo vascular (Ardalan & Vahedi, 2013;
Ghorbani et al., 2013; Hernandez & Nasri, 2014; Nasri et al., 2014; Yoshida et al., 2004).
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Cuadro 2. Principales especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Radicales libres No radicales
ERO ERO
Superdxido Ope— Perdxido de hidrégeno H20-
Hidroxil OH® Acido hipobromoso HOBr
Hidroperoxil HO»* Acido hipocloroso HOCI
Peroxil RO»* Ozono O3
Alcoxil RO® Perdxidos organicos ROOH

Singulete Oy 1xg*

ERN ERN
Oxido nitrico NO' ACldO niTTOSO HNOZ
Didxido de nitrdgeno NO> Cation nitrosil NO*
Radical nitrato NO3 Anion nitrosil NO—

Tetra 6xido di-nitrogeno NO204
Tri oxido di-nitrogeno NO203
Peroxinitrito ONOO
Peroxinitrato O2NOO

Acido peroxinitroso ONOOH
Alquil peroxinitrito ROONO
Alquil peroxinitrato RO,ONO

Tomado de (Sanchez-Valle, 2018).

Existen distintas fuentes de ERO en los vasos sanguineos, una de las mas conocidas es la NADPH
oxidasa. Otras enzimas como la 6xido nitrico sintasa (NOs), la xantina oxidasa y las enzimas
mitocondriales también contribuyen a la generacion de ERO. La vasculatura del organismo y del
rifidn son fuentes ricas de ERO derivadas de la accién de la NADPH, teniendo un rol importante
en el dafio vascular y en la disfuncion renal (Feairheller et al., 2009). Este sistema funciona como
un donador de electrones y cataliza la reduccion de oxigeno por la NADPH, el cual incrementa la
generacion de superdxido por la regulacion a la alta de la NADPH oxidasa en pacientes con

hipertension (Feairheller et al., 2009).

La funcion del superdxido que se produce por la accion de la NADPH oxidasa es inactivar al 6xido
nitrico (NO), el cual actia como vasodilatador en una reaccién que genera peroxinitrito. Esta
molécula causa alteraciones negativas en la vasodilatacion dependiente del endotelio, en la que

participa activamente el NO. La activacion de la NADPH oxidasa se ha relacionado fuertemente
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con la hipertension (Lassegue & Clempus, 2003). La oxidacion o la deficiencia de
tetrahidrobiopterina (BH4) y L-arginina, dos cofactores de Oxido nitrico sintasa derivados del
endotelio (eNOS), se han asociado con el desacoplamiento de la via L-arginina-NO, que da como
resultado una mayor generacion de superéxido causado por el incremento en la generacion de

eNOS y una disminucion de la formacion de NO (Baradaran et al., 2014).

La NADPH oxidasa es la fuente inicial de ERO como el superoxido. El superdxido se combina con
el NO, el cual es sintetizado por la eNOS para formar peroxinitrito. A su vez, el peroxinitrito oxida
y desestabiliza la eNOS para producir superdxido adicional (Laursen et al., 2001). BH4 es muy
sensible a la oxidacion y en caso de oxidarse causaria la produccion excesiva de ERO. Por otro
lado, la xantina oxidasa también se considera una fuente importante de ERO en el endotelio
vascular ya que cataliza los ultimos dos pasos del metabolismo de las purinas y la reduccion del
oxigeno a superdxido (Lassegue & Clempus, 2003). En ratas, el incremento en los niveles de ERO
y de xantina oxidasa se asocian con incremento en el tono arteriolar (Feairheller et al., 2009) que
puede ocasionar dafios a los drganos de pacientes con hipertension (Baradaran et al., 2014). En
general, existen diversas fuentes de produccién de ERO. Sin embargo, las mas importantes en
hipertension son la NADPH oxidasa, la eNOS, la mitocondria, la xantina oxidasa, la citocromo
P450 epoxigenasa, las ciclooxigenasas 1y 2, y los metales de transicion como el hierro (Hool &
Corry, 2007; Jégou et al., 2006; Kimura et al., 2005).

2.1.6 Tratamiento de la Hipertension

Con el diagndstico de hipertension con valores de presion arterial sistdlica >140 mm Hg y presion
arterial diastdlica >90 mm Hg se ha estimado que aproximadamente 1.4 billones de adultos padecen
hipertension a nivel mundial, pero menos del 14 % tiene tratamiento; y en paises de ingresos
medianos y bajos la cifra se reduce a menos del 8 % (Al-Makki et al., 2022). Las ultimas guias
sobre el tratamiento de la hipertension no recomiendan en primera instancia la terapia
farmacoldgica, sino que se enfatiza especificamente en las modificaciones en el estilo de vida 'y en

el hecho de que solo aquellos con riesgo de accidente cardiovascular global >10 % deben ser

25



tratados farmacoldgicamente y modificar su estilo de vida. EI manejo no farmacoldgico que se
recomienda para reducir los niveles de presion arterial incluye la pérdida de peso, modificaciones
dietéticas como la disminucion del consumo de sodio y el aumento del consumo de potasio,
aumento de la actividad fisica, y la reduccion del consumo de alcohol (Valenzuela et al., 2021,
Verma et al., 2020). Por otro lado, el tratamiento farmacoldgico de la hipertensién incluye el uso
de farmacos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), bloqueadores de los
canales de calcio, bloqueadores de los receptores de angiotensina, y algunos diuréticos, segun la
OMS (Al-Makki et al., 2022).

Existe evidencia de que el tratamiento antihipertensivo reduce tanto la morbilidad cardiovascular
como los eventos fatales relacionados con la presion arterial elevada. Asimismo, existe suficiente
evidencia de que los beneficios de los tratamientos antihipertensivos se deben al efecto de
reduccion en la presion sanguinea y sus mecanismos varian segun el tipo de farmaco empleado.
Las pautas ESH/ESC de 2013, que reiteran las indicaciones mencionadas en parrafos anteriores,
confirman que cinco clases de farmacos (inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
bloqueadores de los canales de calcio, bloqueadores de los receptores de angiotensina, los beta-
antagonistas y los diuréticos) utilizados como monoterapia o en combinacion son aceptables para

iniciar el tratamiento antihipertensivo (Cuspidi et al., 2018).

2.1.6.1 Farmacos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. Los inhibidores de laECA
son los farmacos mas utilizados a nivel mundial con cientos de miles de pacientes expuestos a esta
clase de farmacos cada afio (Na Takuathung et al., 2022). La angiotensina Il causa vasoconstriccion
directa de las arteriolas y venulas postcapilares, inhibe la recaptacion de la norepinefrina, estimula
la liberacion de catecolaminas de la medula adrenal, reduce la excrecidn de sodio y agua por medio
de la orina, estimula la sintesis y liberacion de aldosterona, y estimula la hipertrofia de las células
del musculo vascular liso y los miocitos cardiacos. EI mecanismo exacto de los inhibidores de la
ECA no se conoce del todo. Estos farmacos logran interferir en el sistema renina-angiotensina-
aldosterona, pero su efecto no esté relacionado directamente con los niveles de renina en sangre
(Herman et al., 2023).

Como su nombre lo indica, los IECA bloguean a la enzima convertidora de angiotensina, la cual
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convierte a la angiotensina | en angiotensina Il. La disminucion en la produccion de angiotensina
I mejora la natriuresis, disminuye la presion sanguinea y previene la remodelacion de los miocitos
del musculo liso y cardiaco. Ademas, existe la hipotesis de que los inhibidores de la ECA
interfieren con la degradacion de la bradicinina, un péptido que provoca la vasodilatacion (Herman
et al., 2023). Asimismo, la enzima convertidora de angiotensina regula el equilibrio entre las
propiedades vasodilatadoras y natriuréticas de la bradicina y las propiedades vasocontrictoras y de
retencion de sodio de la angiotensina Il. Los inhibidores de la ECA alteran este equilibrio al
disminuir la formacion de angiotensina Il y la degradacion de la bradicina. Los inhibidores de la
ECA también alteran la formacion y degradacion de varias otras sustancias vasoactivas, como la
sustancia P, pero la contribucion de estos compuestos a los efectos terapéuticos o adversos de los
inhibidores de la ECA es incierta (Herman et al., 2023).

Desde que el captopril, el primer inhibidor de la ECA, comenz6 a comercializarse en 1981, esta
clase de farmacos ha sido extensamente utilizada para tratar una variedad de enfermedades
cardiovasculares (Messerli et al., 2018). Los farmacos inhibidores de la ECA incluyen al
benazepril, (lotensina), captopril (capoten), enalapril, enalaprilat (vasotec, oral e inyectable),
fosinopril (monopril), lisinopril (zestril y prinivil), moexipril (univasc), perindopril (aceon),
quinapril (accupril), ramipril (altace), y trandolapril (mavik) (FDA, 2015). Sin embargo, estos
farmacos pueden causar efectos secundarios que resultan en la suspensién del tratamiento
(Alderman, 1996; Elliott, 1996; Qiao et al., 2019). De acuerdo con un metaanalisis reciente, el
tratamiento con inhibidores de la ECA incrementa el riesgo de tos seca, hipotension, mareos e
hipercalcemia en 2.66, 1.98, 1.46 y 1.24 veces, respectivamente (Takuathung et al., 2022). Dichos
tratamientos también pueden llegar a ocasionar efectos secundarios mayores como angioedema en
cara, lengua, labios y mucosas orales, ya que la inhibicién de la ECA ocasiona la acumulacion de
bradicinina, la cual es un péptido con efectos vasodilatadores que aumenta la permeabilidad
vascular (Jayasinghe et al., 2022).

2.2 Nutracéuticos

En la dltima década, la industria alimentaria se ha centrado en la identificacion y caracterizacion
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de moléculas bioactivas contenidas en alimentos o en matrices naturales, las cuales pueden
utilizarse para tratar enfermedades ademéas de aportar nutrientes a la dieta. Este proceso cobra
relevancia bajo la premisa de que los compuestos naturales desencadenaran menos efectos
secundarios en comparacion con las terapias farmacoldgicas. La expectativa es que las personas
adopten como estilo de vida el consumo de alimentos funcionales para prevenir el desarrollo de
algunas enfermedades, coadyuvar en el tratamiento de estas, o simplemente mejorar su salud. Con
base en estas consideraciones, los Ultimos diez afios vieron la expansion y comercializacion rapida
de una nueva clase de productos, los cuales se basan en una mezcla enriquecida o concentrada de
compuestos bioactivos de origen natural. Dichos productos, llamados ‘“nutracéuticos”, se
encuentran en la brecha entre la nutricion y la terapia farmacoldgica y poseen una o varias

propiedades saludables comprobadas experimentalmente (Carrizzo et al., 2020).

El término “nutracéuticos” fue presentado por Stephen DeFelice, fundador y presidente de la
Fundacién para la Innovacion en Medicina (Foundation for Innovation in Medicine) en 1989. Un
nutracéutico es definido como “un alimento o parte de un alimento que provee beneficios médicos
0 para la salud, incluyendo la prevencion o el tratamiento de la enfermedad” (DeFelice, 1995).
Particularmente, los medicamentos elaborados a partir de ingredientes naturales se engloban en el
término “nutraceuticos” (Sosnowska et al., 2017). Los polifenoles, carotenoides, &cidos grasos
poliinsaturados, y péptidos naturales son parte de los compuestos nutracéuticos (Carrizzo et al.,
2020). Estos productos pueden ser utilizados como agentes preventivos 0 como adyuvantes de la
terapia tradicional. Aunque la definicion de nutracéuticos se superpone en parte a la de alimentos
funcionales y los dos términos a menudo se consideran sindénimos, los nutracéuticos son
caracterizados por venderse de forma dosificada y en presentaciones como tabletas, capsulas y
polvos (Granato et al., 2020; Roberfroid, 2000). Lo anterior los diferencia de los suplementos
dietarios, cuyo objetivo de uso es integrar a la dieta micro y macronutrimentos como aminoacidos,

minerales y vitaminas (Carrizzo et al., 2020).

Los nutracéuticos pueden ser agregados a diferentes alimentos y bebidas (alimentos fortificados) o
tomados en preparaciones liquidas, tabletas, etc. (Rivellese et al., 2019). Debido a la fuerte
correlacion entre las dietas basadas en plantas y menor incidencia de ECV (Visioli et al., 2005), se

han dirigido esfuerzos para mejorar nuestro entendimiento sobre las actividades biologicas de los
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fitoquimicos, principalmente de los compuestos fendlicos, los cuales estan dotados de propiedades
bioldgicas importantes demostradas in vitro e in vivo (Zhang et al., 2022). Notablemente, la
industria nutracéutica ha orientado dicho conocimiento a la elaboracion de productos para el
tratamiento y prevencion de enfermedades cardiovasculares, siendo comun encontrarlos en el

mercado como productos antioxidantes (Tome-Carneiro & Visioli, 2016).

2.3 Compuestos Fenolicos

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios de las plantas, los cuales se producen a
partir del acido shikimico y de las pentosas fosfato por medio de rutas como la del acido shikimico
y la del acetato-malonato (Randhir et al., 2004; Martin-Gordo, 2018). Estos compuestos contienen
anillos de benceno con uno o més sustituyentes hidroxilo, yendo desde moléculas fendlicas simples
hasta compuestos altamente polimerizados (Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Los compuestos
fenolicos estan relacionados con los mecanismos de defensa de las plantas y participan en distintos
procesos como la incorporacion de sustancias para acelerar la polinizacion, promover la coloracion
para evitar a los herbivoros, y realizar funciones antibacteriales y antifingicas (Acamovic &
Brooker, 2005; Alasalvar et al., 2001; Edreva et al., 2007; Lin et al., 2016).

La reduccion del riesgo cardiovascular y desordenes metabolicos se ha asociado con las dietas
saludables, en parte por su contenido de fitoquimicos bioactivos con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (Del Rio et al., 2010). Los polifenoles dietarios han sido objeto de intensa
investigacion cientifica debido a su presencia en una amplia cantidad de alimentos consumidos
usualmente, asi como a su asociacion con resultados positivos en el marco de la salud humana
(Godos et al., 2019; Grosso et al., 2017). En cuanto a la hipertension, se ha informado que clases
especificas de compuestos fendlicos o sus metabolitos pueden mejorar la disfuncion endotelial a
través de su actividad antioxidante. Incluso, actuando directamente sobre el metabolismo del 6xido
nitrico, o reduciendo la vasoconstriccion al actuar sobre los receptores de la enzima convertidora

de angiotensina y la angiotensina Il (Clark et al., 2015; Huigel et al., 2016).
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2.4 Orégano

El orégano es una planta herbécea, perenne y aromatica cultivada en varias regiones del mundo. El
valor comercial del orégano se debe a sus caracteristicas como especia, condimento y propiedades
medicinales (Figura 2). Su aceite es de gran importancia industrial y farmacéutica. En la industria
se utiliza como fragancia para jabones, cosméticos, saborizantes, entre otros (Garcia-Pérez, 2012).
Ademés, el orégano posee propiedades antibacteriales, antifingicas, antiparasitarias,
antimicrobianas, y antioxidantes (Rivero-Cruz et al., 2011). Taxondmicamente, el orégano tiene
cuatro familias: Asteraceae, Fabaceae, Verbenaceae y Lamiaceae, siendo estas dos ultimas las mas
conocidas (Garcia-Pérez, 2012). El nombre “orégano” comprende a mas de dos decenas de especies
de plantas, con flores y hojas que presentan un olor caracteristico a “especioso”, siendo las hojas
secas del Origanum vulgare y Lippia graveolens, nativas de Europa y México, respectivamente

(Cuadro 3), de uso culinario comun (Arcila-Lozano et al., 2004).

2.4.1 Distribucion e Importancia Econémica

La produccién global de orégano se estima en 15 000 toneladas aproximadamente, siendo México
el segundo principal productor. A pesar del lugar que ocupa nuestro pais como productor de
orégano, la capacidad para industrializarlo y generar productos de alto valor nutricional por su
composicion fitoquimica y propiedades nutracéuticas es limitada (Garcia-Pérez et al., 2012).
México, cuenta con alrededor de 40 especies conocidas de orégano, siendo algunas de ellas
endémicas, las cuales se distribuyen en varios estados de la republica mexicana (Figura 3). La
produccion anual en nuestro pais es de 3 000 toneladas aproximadamente, de las cuales 2000 son
exportadas a Estados Unidos de America. Otra parte del orégano mexicano se exporta al Reino
Unido, Alemania, Francia y Canada (Garcia-Pérez et al., 2012).
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Figura 2. Orégano mexicano (Lippia graveolens). A) Arbusto de Lippia graveolens, B) Tallo,
flor y hoja C) Acercamiento a la hoja, D) Tejido seco.
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Cuadro 3. Taxonomia del orégano mexicano
Taxonomia de L. graveolens

Reino Plantae
Phylum o division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lippia
Especie Lippia graveolens
Nombre cientifico Lippia graveolens Kunth

2.4.2 Composicion Quimica de L. graveolens

Por su contenido de fitoquimicos, el orégano se ha utilizado tradicionalmente en la medicina
popular para tratar asma, bronquitis, tos, diarrea, indigestion, dolor de estomago, trastornos
menstruales, e infecciones generales relacionadas con la inflamacion y la diabetes (Leyva-L06pez
et al., 2016; Pascual et al., 2001). Los fitoquimicos son una clase heterogénea de compuestos
derivados del metabolismo secundario de las plantas, por lo que la mayoria de ellos no parecen
participar en funciones metabdlicas esenciales. Se acepta que la principal funcion de los
fitoquimicos es servir como mecanismo de defensa contra los patogenos de las plantas, los
herbivoros, la luz ultravioleta, y el estrés oxidativo (Lattanzio et al., 2012; Vermerris & Nicholson,
2006). El contenido de estos compuestos en las plantas depende de factores como el cultivar, la
ubicacion geogréfica, el clima, la luz del dia, la temperatura, las condiciones del suelo, el estrés
hidrico, y el tiempo de cosecha, por mencionar algunos (Gutiérrez-Grijalva et al., 2017).

Los fitoquimicos méas importantes en el orégano se agrupan en dos categorias segun sus
propiedades hidrofilicas o lipofilicas. (compuestos fenolicos y aceites esenciales (Gutiérrez-
Grijalva et al., 2017). Generalmente, se estudian los aceites esenciales del orégano, aunque solo
representan uno de los grupos de los fitoquimicos que se encuentran en este (Gutiérrez-Grijalva et
al., 2017; Leyva-Lopez et al., 2017). Asi, se tiende a dejar de lado el estudio de los compuestos
hidrofilicos del orégano. Los flavonoides y los acidos fenolicos son los principales fitoquimicos
presentes en el orégano (Lin et al., 2007). Estos compuestos se caracterizan por tener al menos un

anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo y han sido estudiados por su potencial terapéutico,
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el cual ha sido parcialmente atribuido a sus propiedades antioxidantes (Gongalves et al., 2017;
Leyva-LoOpez et al., 2017). Con base en su estructura quimica, los compuestos fenolicos se pueden
clasificar en flavonoides (flavonoles, flavonas, flavan-3-oles, antocianidinas, flavanonas,
isoflavonas y otros) y no flavonoides (acidos fendlicos, acidos hidroxicinamicos, acidos
hidroxibenzdicos, estilbenos, entre otros, que se encuentran generalmente de forma conjugada con

azucares y acidos organicos) (Cartea et al., 2010; Haminiuk et al., 2012; Khoddami et al., 2013).
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Figura 3. Mapa de distribucion de especies de orégano en México. Tomado de Garcia-Pérez et
al. (2012)

Con la evidencia creciente de la actividad biologica de los flavonoides y de los acidos fenolicos
del orégano, la identificacion de estos compuestos ha cobrado relevancia (Gutiérrez-Grijalva et al.,
2017). Las flavonas son uno de los subgrupos méas abundantes de flavonoides, seguido de los
flavonoles (Figura 4), flavanonas y los flavonoles. Entre los &cidos fendlicos mas abundantes en el
orégano se encuentran los derivados de los acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos, entre otros
fendlicos (Lin et al., 2007). En cuanto a los flavonoides, los principales en orégano son la
apigenina, luteolina, quercetina, escutelareina y sus derivados, y el principal acido fendlico, el
acido rosmarinico (Leyva-Lopez et al., 2016; Lin et al., 2007).
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2.4.2.1 Flavonoides. Entre los compuestos fendlicos mas estudiados encontramos a los flavonoides,
los cuales representan a la clase mas heterogénea en términos de estructura quimica y bioactividad
(Del Rio et al., 2013). Esta clase de compuestos fenolicos se caracteriza por tener una estructura
que consta de 3 anillos C6-C3-C6 sustituidos con una gran variedad en el nimero de grupos
hidroxilo. La biodisponibilidad, el metabolismo y la actividad bioldgica de los flavonoides depende
de su configuracion, namero total de grupos hidroxilo, sustituciones o conjugacion de sus grupos
funcionales, y su grado de polimerizacion (Del Rio et al., 2013; Kumar & Pandey, 2013). La clase
de los flavonoides se compone de distintas subclases. Entre dichas subclases encontramos las
antocianinas, isoflavonas, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavan-3-oles y las proantocianidinas
oligoméricas relacionadas. Cada una de estas subclases se encuentra en patrones de diferentes
alimentos, principalmente en frutas y algunos vegetales, pero también en tés y algunas bebidas

alcohdlicas, que han mostrado ser benéficas para la salud humana (Ullah et al., 2020).

Por su actividad antioxidante, los flavonoides ofrecen propiedades benéficas para la salud,
especificamente para el sistema cardiovascular (Mena et al., 2014). Sin embargo, los flavonoides
también acttan de forma especifica como moléculas de sefializacion interactuando con receptores
celulares o proteinas que estdn vinculadas en respuestas fisioldgicas o en la regulaciéon de la
expresion génica (Mena et al., 2014). En cuanto a sus potenciales efectos sobre la funcién
endotelial y la regulacion de los procesos vasodilatadores asociados con el flujo sanguineo, los
flavonoides pueden actuar como inhibidores de la NADPH oxidasa endotelial, la cual se ha
relacionado con la regulacion de los niveles de NO en el endotelio vascular a través de la inhibicién
de la produccién de superoxido (Guerrero et al., 2012; Sdnchez-Recillas et al., 2019).

2.4.3 Actividad Bioldgica y Nutracéutica del Orégano

Ademas de su uso como condimento, el orégano también ha sido utilizado en la medicina
tradicional para una gran variedad de enfermedades como infecciones bacterianas, desérdenes
digestivos y enfermedades inflamatorias, entre otras. (Bautista-Hernandez et al., 2021).

Adicionalmente, el orégano se considera una fuente valiosa de compuestos fenolicos, los cuales
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estan vinculados con capacidad bioldgica y promotora de la salud (Bautista-Hernandez et al.,
2021). Debido a las propiedades bioactivas de los extractos de plantas, la planta de L. graveolens
ha sido comdnmente utilizada en la medicina tradicional como un potente auxiliar para tratar
infecciones por microorganismos o procesos inflamatorios (Bautista-Hernandez et al., 2021,
Gutiérrez-Grijalva et al., 2017).

Los principales componentes de los extractos de orégano se han asociado con la capacidad de
control bacteriano, incluso contra cepas resistentes a los antibidticos (Bautista-Hernandez et al.,
2021). En este contexto, la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de orégano contra
Staphylococcus aureus es a través de mecanismos que involucran la disrupcién de la membrana,
interacciones negativas en enzimas importantes de la cadena respiratoria, e interacciones del
carvacrol con el ADN y la inhibicion del factor de virulencia de la leucocidina de Panton-Valentine
(Cui et al., 2019).
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Figura 4. Esfructura quimica de las flavonas comunmente identificadas en el orégano. (a)
apigenina, (b) luteolina, (c) escutelareina, (d) apigenina-7-O-glucdésido, (e) luteolina-7-glucdsido,
(f) luteolina-7-O-glucuronido. (PubChem, 2023)

Similarmente, los extractos etandlicos de O. vulgare tienen un alto contenido de compuestos

bioactivos como &cido rosmarinico, la quercetina, la apigenina y el carvacrol (Bautista-Hernandez
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et al., 2021), que también se encuentran en plantas de L. graveolens. Estas plantas han sido
analizadas en términos de respuesta inflamatoria por Propionibacterium acnés, demostrando una
inhibicidn de 32 a 37 % de la inflamacién. Lo anterior se atribuyé al potencial antimicrobiano y
una disminucion en el ARNm de interleucinas involucradas en procesos inflamatorios, como la IL-
8 e IL-1p (Dévila-Rodriguez et al., 2020).

Adicionalmente, Criollo-Mendoza et al. (2022) evaluaron los efectos citotdxicos de extractos de L.
graveolens en una linea no cancerosa de fibroblastos NIH3T3, asi como su potencial
antiproliferativo en células de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF-7). Se observo que los
extractos poseen una importante capacidad antioxidante y lograron inhibir significativamente la
proliferacion de las células en concentraciones no citotoxicas para células normales con un efecto

similar al del cisplatino, un farmaco utilizado para el tratamiento del cancer.

2.4.3.1 Actividad antioxidante. Tanto la fraccion hidrofilica como lipofilica del orégano han sido
ampliamente estudiadas debido a sus potentes capacidades antioxidantes demostradas en estudios
in vitro (Gutiérrez-Grijalva et al., 2019; Leyva-Lépez et al., 2017; Spiridon et al., 2011). Se ha
observado que los extractos de orégano mexicano tienen la capacidad de regular los desérdenes
ocasionados por la acumulacion de ERO en el organismo; un efecto atribuido a su contenido de
metabolitos secundarios con capacidad antioxidante. Leyva-Ldpez et al. (2016) observaron que L.
graveolens, L. palmeriy H. patens lograron reducir en un 59-87 % los niveles de ERO involucrados
en actividades inflamatorias, logrando un efecto inhibitorio del 78.2 % y 81.7 % de las
ciclooxigenasas 1 y 2, respectivamente. Asimismo, Spiridon et al. (2011) reportaron que los
extractos de O. vulgare ejercian uno de los efectos antioxidantes mas potentes contra el radical
DPPH especificamente y asociaron este efecto a la presencia de compuestos fendlicos.
Similarmente, Gutiérrez-Grijalva et al. (2019) también reportaron el efecto antioxidante potente de

los polifenoles de L. graveolens y L. palmeri en células Caco-2.

2.4.3.2 Inhibicién enziméatica. Ademas de sus potentes efectos antioxidantes, los compuestos

presentes en el orégano han mostrado capacidad para inhibir enzimas digestivas. Gamboa-Gémez
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et al. (2022) reportaron que extractos etanolicos de L. graveolens pueden inhibir la actividad de
lipasas y a-amilasas teniendo potenciales efectos benéficos a la salud como moduladores de los
triglicéridos séricos. Similarmente, Gutiérrez-Grijalva et al. (2019) evaluaron las propiedades
hipoglicémicas e hipolipidémicas de H. patens, L. graveolens y L. palmeri mediante la inhibicion
de enzimas digestivas. Los hallazgos muestran que los extractos polifendlicos de estos tipos de
orégano exhiben propiedades antioxidantes, hipoglucemicas e hipolipidémicas ain despues de

someterse a una digestion in vitro.

En cuanto a enzimas relacionadas con la hipertension, Kwon et al. (2006) evaluaron el efecto de
hierbas clonales de la familia Lamiaceae para el manejo de la hipertension y diabetes utilizando
ensayos de inhibicidn enzimatica. Sus resultados muestran que los extractos acuosos de O. vulgare
pueden inhibir a la a-glucosidasa en un 93.7 % y a la enzima convertidora de angiotensina en un
37.4 %. Los extractos obtenidos con etanol inhibieron a la enzima convertidora de angiotensina en
un 18.5 %. Los efectos inhibidores fueron atribuidos al contenido de fitoquimicos presentes en los

extractos de orégano (Gutiérrez-Grijalva et al., 2019; Kwon et al., 2006).

2.4.3.3 Actividad bioldgica in vivo. Los efectos benéficos de los extractos de orégano y sus
fracciones hidrofilicas y lipofilicas también han sido evaluados en estudios con animales de
experimentacién. Un ejemplo de esto es que los extractos de L. graveolens han sido evaluados
como posibles agentes protectores contra radiacion UV. Estos extractos lograron disminuir las
lesiones por radiacion UV en ratas de laboratorio comparado con el grupo control (Garcia-Bores
etal., 2016). Asimismo, Wei et al. (2015) observaron que el tratamiento oral con aceites esenciales
de orégano redujo el estrés oxidativo inducido con diquat en el yeyuno de ratas, ejerciendo potentes
efectos antiinflamatorios y antioxidantes. Por otro lado, el tallo de L. graveolens ha sido reportado
con importantes efectos protectores contra el sindrome metabolico, logrando reducir los
biomarcadores relacionados con este padecimiento en un modelo murino (Frias-Zepeda et al.,
2022). Coelho et al. (2015) estandarizaron la extraccion etan6lica de compuestos como narigenina
de L. origanoides y evaluaron los efectos antihipertensivos del extracto tras su administracion oral
e intravenosa en ratas hembra Wistar. Se reportdé una disminucion de la presion arterial en los

animales de experimentacion mediante ambas rutas de administracion, sin observar efectos

37



adversos o toxicos. Por lo cual, los autores proponen que los extractos etanolicos de L. origanoides
pueden ejercer efectos farmacoldgicos importantes, lo que los hace aptos para el desarrollo de

medicinas herbolarias con potencial para utilizarse como adyuvantes en el tratamiento de la
hipertension.
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3. HIPOTESIS

La administracion oral de extractos hidrofilicos de orégano mexicano (L. graveolens)

disminuyen la presion sanguinea de ratas espontaneamente hipertensas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antihipertensiva de extractos de orégano (L. graveolens) en ratas

espontaneamente hipertensas.

4.2 Objetivos Especificos

1. ldentificar y cuantificar los flavonoides presentes en los extractos hidrofilicos de orégano

mexicano
2. Determinar la capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina de los extractos

hidrofilicos de orégano mexicano
3. Evaluar el efecto antihipertensivo de los extractos hidrofilicos de orégano mexicano en ratas

espontaneamente hipertensas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Vegetal

Se utilizaron plantas silvestres de Lippia graveolens de Santa Gertrudis, Durango, México
(coordenadas: N 23 ©32°43.8”> W 104 © 22° 20.8”"). Las partes aéreas del orégano (hojas, flores y
tallos pequefios) se secaron en un deshidratador de alimentos Excalibur Parallax Hyperware
(Sacramento, CA) a 40 °C durante 24 horas. Se trituraron todas las partes aéreas de la planta (hojas,
flores y tallos) y se molieron en un molinillo Ika Werke M20 (lka, Alemania) hasta obtener un

polvo fino. Posteriormente las muestras se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.

5.2 Elaboracién de los Extractos

Los extractos acuosos e hidroetandlico se obtuvieron de manera convencional segun lo reportado
por Gutierrez-Grijalva et al. (2017), con algunas modificaciones. Dos muestras de polvo de orégano
(2 g para el extracto acuoso y 4 g para el extracto hidroetandlico) se mezclaron con 20 mL de agua
(extracto acuoso) y 20 mL de etanol:agua 80:20 v/v (extracto hidroetandlico). Las muestras se
agitaron constantemente en una placa de agitacion ELMI DOS-10L (ELMI, EE.UU.) a 250 rpm
durante 2 horas. Posteriormente, las mezclas se centrifugaron a 10,000 rpm (9,390 g) durante 20
minutos utilizando una centrifuga Sorvall Legend XTR (Thermo Scientific, EE. UU). Los
sobrenadantes se recolectaron y se filtraron utilizando papel Whatman No. 2 y se almacenaron a -

20 °C hasta su uso. Todas las extracciones se realizaron en triplicado.
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5.3 Capacidad Antioxidante

5.3.1 Método ORAC

La capacidad absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) se determiné de acuerdo con lo reportado
por Huang et al. (2002). En los pocillos de la periferia (40) de una microplaca de 96 pozos se
depositaron 225 uL de agua destilada 37 °C, los cuales fueron utilizados exclusivamente para
mantener la temperatura en los pocillos del interior. Posteriormente, en los pocillos donde se realizd
el ensayo, se agregaron 25 uL de los extractos diluidos 1:1500 en buffer de fosfato 75 mM, 25 uL
de buffer de fosfatos 75 mM (blanco), y 25 uL de una curva estandar de Trolox. Una vez llena la
placa, se colocd en un lector de microplacas modelo Synergy HT (BioTek, Inc, EE. UU.)
atemperado a 37 °C. De forma automatizada, el equipo dispensé en cada pozo 200 uL de
Fluoresceina 0.96 uM y 75 uL de 2,2’-azobis,2-amidino-propano dihidrocloro (AAPH) 95.8 uM,
iniciando la reaccion una vez adicionando este Gltimo reactivo. La fluoresceina se midié por 70
min con intervalos de 70 segundos a una excitacion de 485 nm y emision de 580 nm. Los célculos
se realizaron usando una ecuacion de regresion lineal de una curva estandar de Trolox (6.25, 12.5,
25,50, 75y 100 uM) y el area bajo la curva de la pérdida de fluoresceina. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en umol equivalentes de Trolox por gramo

de muestra seca.

5.3.2 Método FRAP

La cuantificaciéon del poder antioxidante expresado como reduccion férrica se realizdé segin lo
descrito por Ghasemzadeh et al. (2012), con algunas modificaciones. En una microplaca de 96
pozos se colocaron 30 pL de los extractos y de los estandares utilizados. Posteriormente, se
adicionaron 110 pL del reactivo FRAP (1 mL de TPTZ 30 mM y 1 mL de FeClz*6H>O 60 Mm en
10 mL de buffer de acetato) y se homogenizd con una micropipeta multicanal. La microplaca se

incubd por 4 minutos a temperatura ambiente en ausencia de luz y se agit6 a velocidad media por
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1 minuto en el lector de microplacas. Las absorbancias se leyeron a 630 nm en un lector de
microplacas modelo Synergy HT (BioTek, Inc, EE. UU.). La capacidad antioxidante basada en la
reduccion de iones férricos se calculd a partir de una curva de calibracion de Trolox de 0 a 0.9
mmol/mL Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como

mmoles equivalentes de Trolox por g de muestra seca.

5.3.3 Método ABTS

El ensayo de capacidad antioxidante con el método ABTS se realizé de acuerdo con lo propuesto
por Thaipong et al. (2006). Se prepard una solucion stock de ABTS 7.4 mM pesando 0.0046 g de
ABTS y se afor6 a 1 mL con agua destilada. Se prepard una solucién stock de persulfato de potasio
2.6 mM pesando 0.0007 g de persulfato de potasio y se afordé a 1 mL con agua destilada. Para la
preparacion del radical ABTS, cantidades iguales de ambas soluciones stock se homogenizaron y
la mezcla resultante se dejo en reposo durante 12 h a temperatura ambiente. Para formar la solucién
de reaccion, 100 uL de la mezcla anterior se diluyeron en 2900 uL de etanol al 80 %. En una
microplaca de 96 pozos se colocaron alicuotas de 10 pL de los extractos y se le adicionaron 190
uL de la solucion de reaccion (radical ABTS™). Posteriormente, se incubd en la oscuridad por 2
horas para después leer la absorbancia a 734 nm (Synergy HT, BioTek, Inc, EE. UU.). Para el
calculo de los resultados se utiliz6 una curva estandar de Trolox de 0 a 0.9 mmol/mL y los

resultados fueron expresados como mmol equivalentes de Trolox por g de muestra seca.

5.4 Contenido de Compuestos

5.4.1 Compuestos Fendlicos Totales

El ensayo de capacidad reductora total se llevd a cabo siguiendo la metodologia reportada por
Swain y Hillis (1959). Diez uL de los extractos, 10 uL de etanol 80 % (blanco) y 10 uL de una
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curva estandar de acido galico se colocaron en una microplaca de 96 pozos. Posteriormente, se
agregaron 230 pL de agua destilada y 10 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu 2N. Se incub6 por 3
minutos a temperatura ambiente (25 °C) para después agregar 25 uL de Na2COsz 4N. Se dejo incubar
por 2 horas a temperatura ambiente y después de este tiempo se midid la absorbancia a 725 nm
(Synergy HT, BioTek, Inc, EE. UU.). La capacidad reductora total se determind a partir de una
curva estandar de acido galico a concentraciones de 0 a 0.4 mg/mL. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico por g

de muestra seca.

5.4.2 Flavonoides Totales

El andlisis del contenido de flavonoides totales se realizd de acuerdo con la metodologia descrita
por Chang et al. (2002), con ligeras modificaciones. Se agregaron en placa de 96 pozos 30 pL de
extracto, 10 uL de etanol 80% (blanco) y 10 uL de una curva estandar de quercetina.
Posteriormente, se agregaron 250 uL de agua destilada, 10 uL de cloruro de aluminio al 10 %, y
10 uL de acetato de potasio 1M. Se incub6 en la oscuridad por 30 minutos y transcurrido este
tiempo se leyd la absorbancia a 415 nm (Synergy HT, BioTek, Inc, EE. UU). El contenido de
flavonoides totales se determiné a partir de una curva estandar de quercetina a concentraciones de
0 a 0.4 mg/mL Los resultados se expresaron como mg equivalentes de quercetina por gramo de

muestra seca. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

5.4.3 Anélisis UPLC-MS/MS

La identificacion y cuantificacion de flavonoides se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado por
Bernal-Millan et al. (2022), con algunas modificaciones. Se utiliz6 un equipo UPLC clase H
(Waters Corp., Milford, MA, USA) acoplado a un analizador de masas XEVO-TQS (triple

cuadrupolo) y a una columna fenil BeH 1.7 mm x 2.1 x 100 a 40 °C. Los compuestos fueron
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separados con un gradiente de elusion que consistid en lo siguiente: solucion A (agua y formiato
de amonio 5 mM pH 3) y solucién B (acetonitrilo-0.5 % acido formico), velocidad de flujo de 0.3
mL/min. La elusion del gradiente fue el siguiente: 0 min, 90 % (A); 5 min, 10% (A); 5.10 min, 90
% (A); y 8 min, 90 % (A). La fuente de ionizacion utilizada fue electrospray (ESI). Para el anélisis
de los compuestos, los pardmetros utilizados fueron: 1.5 kV de voltaje capilar con cono de muestreo
a 30 V, temperatura de 500 °C, y desolvatacién de gas a 800 (L/h). La identificacion y
cuantificacion de flavonoides por UPLC se realizo con base en el tiempo de retencion y el area
bajo la curva del maximo pico de absorcion. Se utilizaron curvas multinivel de calibracion
utilizando estandares de apigenina, quercetina, luteolina, luteolina-7-glucdsido, naringenina,
floretina, floridzina, kaempferol, hesperidina, rutina, naringenina y genisteina y el contenido de

flavonoides fue expresado en mg/g muestra seca.

5.5 Determinacion del Porcentaje de Inhibicion de la ECA-1y de la Concentracion Inhibidora

Media Maxima.

El porcentaje de inhibicion de la ECA-I fue determinado con un kit de actividad de ECA-I (Sigma-
Aldrich CS0002, Saint Louis, MI, USA). El ensayo se fundamenta en la capacidad de la ECA-I
para hidrolizar un sustrato fluorogénico generando asi un producto fluorescente. Primeramente, el
sustrato fluorogénico y la ECA-I se diluyeron en el buffer de ensayo proporcionado con el kit
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agregaron en placa de 96 pozos 10 uL de muestra en
cada uno de los pocillos. Posteriormente, se agregaron 5 puL de la ECA-1 y 40 pL del buffer de
ensayo en todos los pocillos. Finalmente, se agregaron 50 pL del sustrato fluorogénico para
comenzar la reaccion. Se consideraron como control positivo los pozos donde habia ausencia de la
muestra/inhibidor (ECA-I: 5 uL, buffer de ensayo: 50 pL, sustrato fluorogénico: 50 plL). La
actividad de la ECA-I se midi6 a una excitacion de 320 y emision de 405 nm. Se calculo el area
bajo la curva considerando una cinética en el tiempo de reaccion donde el control positivo
alcanzaba el 100% de actividad de la ECA-I. El porcentaje de inhibicion de la ECA-I se determiné

utilizando la siguiente ecuacion:
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(A—-B)

% de inhibicion ECA — I = @

x 100

Donde:
A= érea bajo la curva del control positivo (muestra sin presencia de un inhibidor)
B= &rea bajo la curva de la muestra (muestra con presencia de un inhibidor)

5.6 Ensayos in vivo

5.6.1 Animales y Cuestiones Eticas

Ratas macho espontaneamente hipertensas (SHR) de 8 semanas de edad y con un peso corporal de
300-350 g fueron adquiridas del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional
Autonoma de México. Las ratas fueron colocadas en jaulas de plastico con tapas de acero
inoxidable y se mantuvieron a una temperatura de 22 °C con ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h en
el bioterio del Laboratorio de Investigacion Il Francisco Cabrera Chavez de la Facultad de Ciencias
de la Nutricion y Gastronomia de la Universidad Autonoma de Sinaloa. Agua y alimento (LabDiet
5001) estuvieron disponibles ad libitum. El protocolo experimental para evaluar compuestos de
origen natural con potencial antihipertensivo en animales de laboratorio fue aprobado por el comité
de ética de la Facultad de Ciencias de la Nutricion y Gastronomia de la Universidad Auténoma de
Sinaloa (CE-UACNYG-2015-SEP-001).

5.6.2 Efecto en la Presion Sanguinea

El efecto en la presion sanguinea se evalud de acuerdo con lo reportado por Ramirez-Torres et al.
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(2017). Ocho ratas macho espontaneamente hipertensas fueron evaluadas tras la administracion de
los tratamientos de forma intragastrica. Los tratamientos fueron como sigue: (1) Grupo DMSO
10% (control negativo), (2) Grupo extracto acuoso de orégano mexicano (100 y 200 mg/kg de peso
corporal), (3) Grupo extracto hidroetandlico de orégano mexicano (100 y 200 mg/kg de peso
corporal) y (4) Grupo captopril (control positivo). La presion arterial se midié al tiempo cero y
cada hora por un periodo de 7 horas tras la administracion de los tratamiento (0, 1, 2, 3,4,5,6y 7
horas). Para las mediciones de la presion arterial, se utilizé un monitor no invasivo adaptado a la
cola de los animales (CODA, Kent Scientific Corp., Torrington, CT, EE. UU.).

5.7 Andlisis Estadistico

Se utilizé un disefio cruzado de medidas repetidas en el tiempo con dos factores (extracto y tiempo)
para la aplicacion de los tratamientos, donde la unidad experimental fue cada una de las ratas. El
analisis estadistico se realizo utilizando el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Se utiliz6 una prueba t-student para comparaciones de los resultados de
capacidad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos. Los valores de 1Cso se compararon
mediante la prueba F de suma extra de cuadrados de lineas de regresion no lineal. Para los
resultados in vivo, se analizo la distribucion de los datos utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Las
diferencias en la presion arterial sistolica entre tratamientos se obtuvieron mediante una prueba de
Friedman con un procedimiento de incremento lineal en dos etapas de Benjamini, Krieger y
Yekutieli para comparaciones maultiples. Un valor de p<0.05 se considerd estadisticamente

significativo.

47



6. RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacidon de la capacidad antioxidante de los componentes alimentarios provee
informacion relacionada al mantenimiento de la homeostasis redox, el aporte de compuestos con
capacidad antioxidante, y también sobre los posibles efectos antioxidantes que estos pudieran
ejercer una vez ingeridos y biodisponibles (Huang et al., 2005; Serrano et al., 2007). Existen
diversos metodos para evaluar la actividad antioxidante de los componentes alimentarios debido a
que los antioxidantes son compuestos quimicos complejos con grandes diferencias entre sus
estructuras y grupos funcionales, y otros factores como su polaridad, comportamiento quimico, y
los posibles efectos sinérgicos o antagonistas (Oztiirk et al., 2007). Por lo tanto, la misma muestra

debe ser analizada por distintos métodos.

Las Figuras 5, 6 y 7 muestran los resultados de la capacidad antioxidante de los extractos
hidrofilicos de orégano mexicano. EI método de capacidad antioxidante del radical oxigeno
(ORAC) consiste en la medicién de la habilidad de los antioxidantes presentes en la muestra para
proteger a la proteina fluoresceina de la perdida de fluorescencia por dafios oxidativos ocasionados
por radicales peroxilo (ROOe) (Zulueta et al., 2009). El extracto hidroetandlico mostré un 59.6 %
mas de capacidad antioxidante que el acuoso (1,823 ug ET/g muestra seca vs.736 ug ET/g muestra
seca). Este mismo comportamiento se observé utilizando los métodos FRAP y ABTS, los cuales
miden la capacidad antioxidante basada en la transferencia de electrones, y no la capacidad
donadora de protones (H*) como ORAC. Desde un punto de vista bioldgico, el Fe3* juega un papel

importante en varios procesos de oxidacién (Benzie & Strain, 1999).
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Figura 5. Resultados de capacidad antioxidante de los extractos hidrofilicos de orégano
mexicano con método ORAC. Los resultados fueron expresados como medias; las barras indican
la desviacidn estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 6. Resultados de capacidad antioxidante de los extractos hidrofilicos de orégano
mexicano con método FRAP. Los resultados fueron expresados como medias; las barras indican
la desviacidn estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Entre los métodos de determinacion de la capacidad antioxidante, existen métodos que miden la
capacidad de reduccion del ion férrico a su estado ferroso, como el método de capacidad
antioxidante reductora férrica (FRAP), un metodo colorimétrico que utiliza la capacidad de los
antioxidantes para reducir Fe3* a Fe?* (Benzie & Strain, 1999). De los extractos hidrofilicos
evaluados, el extracto hidroetandlico mostré mayor capacidad reductora tanto por el método FRAP

como por el método ORAC. El extracto hidroetanolico mostro el doble de la capacidad reductora
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(59.4 %) del ion férrico con un valor de 532 ug ET/g muestra seca en comparacion con el extracto
acuoso, el cual obtuvo un valor de 216 pug ET/g muestra seca. Otros reportaron en extractos
hidroetandlicos de orégano griego (O. vulgare subsp. hirtum) y oregano comun (O. vulgare subsp.
vulgare) valores de capacidad antioxidante (FRAP) inferiores a los informados en el presente
estudio (381.09 +£2.40y 397.22 + 2.90, respectivamente) (Kosakowska et al., 2021). Por otro lado,
el método ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenztiazolin-6-acido sulfénico)) se basa en la capacidad de
los antioxidantes presentes en la muestra para neutralizar el cation radical ABTS** (Zulueta et al.,
2009). La capacidad antioxidante de los extractos hidroetandlicos también fue mayor que la de los

extractos acuosos (p<0.05) (926 vs. 418 ug ET/g muestra seca, respectivamente) (Figura 7).

Este comportamiento sugiere que la polaridad de los solventes esta relacionada con la capacidad
antioxidante de los extractos (Kosakowska et al., 2021; Zheng, 2001). Anteriormente, ha sido
reportado que los extractos etandlicos de O. vulgare tienen mayor capacidad antioxidante que
aquellos obtenidos con otros solventes (Lic¢ina et al., 2013). Sin embargo, existen algunas
inconsistencias con estos resultados, ya que otros autores han reportado que la mayor capacidad

antioxidante la presentan los extractos acuosos (Kaurinovic et al., 2011; Martins et al., 2014).

Los resultados de actividad antioxidante de L. graveolens obtenidos en el presente estudio fueron
mayores que los reportados por Gutiérrez-Grijalva et al. (2017), (1,823 Vs. 812 pg ET/g muestra
seca y 926 Vs. 350 ug ET/g muestra seca; métodos ORAC y ABTS, respectivamente), pero
menores que los reportados por Criollo-Mendoza et al. (2022) (1,823 Vs. 3,870 ug ET/g muestra
seca; método ORAC).
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Figura 7. Resultados de capacidad antioxidante de los extractos hidrofilicos de orégano
mexicano con metodo ABTS. Los resultados fueron expresados como medias; las barras indican
la desviacidn estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

La capacidad antioxidante de los extractos se relaciona con el contenido de compuestos fendlicos
(Lebedev et al., 2022; Paixdo et al., 2007) ya que estos son buenos donadores de electrones por la
presencia de grupos hidroxilo (OH) en su estructura. Particularmente, los compuestos fenolicos
exhiben propiedades neutralizadoras de los radicales libres como el radical oxigeno,
descomposicion de peroxidos, e inactivacion de los metales (Babbar et al., 2015; Bendary et al.,
2013; Coté et al., 2010). Adicionalmente, otros mecanismos como la estimulacion de las enzimas
antioxidantes presentes dentro de las células podrian contribuir a la capacidad antioxidante de los

fendlicos.

El contenido de compuestos fenolicos y flavonoides totales en los extractos acuosos e
hidroetandlicos se muestran en las Figuras 8 'y 9, respectivamente. El extracto hidroetanélico tuvo
mas compuestos fendlicos que el extracto acuoso, con un resultado de 63.70 + 5.18 mg EAG/g
muestra seca, el cual fue 60.3 % mayor que el resultado de compuestos fendlicos totales en el
extracto acuoso, el cual obtuvo un contenido de 25.05 + 1.78 mg EAG/g muestra seca. En cuanto
al contenido de flavonoides totales, el comportamiento fue similar al observado en el contenido de
compuestos fendlicos totales, ya que el extracto hidroetandlico tuvo 50 % mas (30.78 + 0.59 mg

EAG/g muestra seca) que el extracto acuoso (15.0 + 1.40 mg EQ/g muestra seca).
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Las diferencias observadas en el contenido de compuestos fendlicos totales entre los extractos
evaluados podrian deberse a la afinidad de los compuestos de interés por los solventes utilizados
para la elaboracion de los extractos. Los principales compuestos fenolicos presentes en el orégano
mexicano son los acidos fenolicos y los flavonoides, siendo estos ultimos los predominantes. No
obstante, los flavonoides pueden mostrar distintas afinidades por los solventes de extraccion
(Ferreira & Pinho, 2012).

La seleccion de un solvente y un protocolo de extraccion adecuados son la clave para un
aislamiento exitoso de compuestos biolégicamente activos en plantas medicinales. Los solventes
de extraccion se escogen de acuerdo a su polaridad, asi como por su habilidad para extraer distintos
tipos de compuestos con distintas estructuras y propiedades fitoquimicas. Los solventes aceptados
para las formulaciones farmacéuticas son el agua, etanol y el glicerol (Grodowska et al., 2010).
Generalmente, los compuestos fendlicos en sus formas de agliconas altamente hidroxiladas son
solubles en agua, alcoholes como el metanol y etanol y mezclas entre los mismos, mientras que los
compuestos tipo agliconas altamente metoxiladas se extraen con solventes menos polares como el
acetato de etilo, acetona y cloroformo (Dorta et al., 2012; Lafka et al., 2007). Debido a que los
grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos contribuyen a sus propiedades antioxidantes, los
extractos polares muestran mayor actividad antioxidante (Dominika et al., 2021). Los resultados
obtenidos en este estudio difieren de lo anteriormente mencionado, ya que a pesar de que el agua
tiene mayor polaridad que el solvente hidroetandlico, el extracto hidroetandlico presentdé mayor
contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. Esto podria deberse al perfil
fitoquimico del orégano, en el que se encuetran compuestos mas afines a la polaridad del extracto
hidroetandlico en comparacion con el agua. Ademas, existe la posibilidad de que el solvente
hidroetandlico, por su polaridad, esté logrando extraer compuestos con capacidad antioxidante
distintos de los compuestos fendlicos, como aguellos presentes en la fraccion lipofilica (carvacrol,
timol, p-cimeno y y-terpineno) (Arcila-Lozano et al., 2004). Asi mismo ha sido reportado que los
extractos que contienen etanol también son eficaces en la extraccion de terpenoides (Kumar et al.,
2017; Malik & Khan, 2017; Subhan et al., 2010).
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Figura 8. Contenido de compuestos fendlicos totales en extractos hidrofilicos de orégano
mexicano. Los resultados fueron expresados como medias; las barras indican la desviacion
estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 9. Contenido de flavonoides totales en extractos hidrofilicos de orégano mexicano. Los
resultados fueron expresados como medias; las barras indican la desviacion estandar. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

El contenido de compuestos fendlicos totales de los extractos acuoso e hidroetanélico fue mayor
que lo reportado anteriormente por Gutiérrez-Grijalva et al. (2017), quienes determinaron un
contenido de 51.26 mg EAG/g muestra seca en extractos metandélicos (80 %) de L. graveolens.
Similarmente, Garcia-Carrasco et al. (2022) reportaron un contenido de 50 mg EAG/g muestra seca
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en extractos metandlicos. Nuestros extractos obtuvieron mayor contenido de flavonoides totales
que lo reportado por Gutiérrez-Grijalva et al. (2017) y Garcia-Carrasco et al. (2022) (11.30 y 0.59
mg EQ/g muestra seca, respectivamente) en extractos metanolicos de L. graveolens. Las
diferencias observadas con lo reportado por otros autores podria deberse a que los compuestos
fenolicos son metabolitos secundarios de las plantas, los cuales se producen en respuesta al estrés
biotico y abiotico al que es sometida la planta. Las plagas de insectos, hongos, virus y malezas, asi
como la salinidad del suelo, las sequias, los metales pesados, plaguicidas, radiacion ultravioleta y
temperaturas extremas son algunos tipos de estrés a los que pueden ser sometidas las plantas
(Sharma et al., 2019). Otro tipo de factores que también influyen en el contenido de compuestos
en matrices vegetales son el tipo de extraccion y el tipo de solvente utilizado (Ajibaye & Fakoya,
2011; Boeing et al., 2014).

Para dimensionar los efectos benéficos potenciales de los extractos de orégano es necesario conocer
su perfil de flavonoides. Los flavonoides identificados y cuantificados con UPLC-MS/MS fue diez
veces mayor en el extracto hidroetandlico que en su contraparte, el extracto acuoso (Cuadro 4).
Esto podria deberse a que los flavonoides presentes en L. graveolens son en su mayoria flavanonas
(naringenina, hesperidina), flavonoles (quercetina), isoflavonas (genisteina) y flavonas
(apigenina), las cuales son agliconas que son mayormente extraidas con solventes no polares o
ligeramente polares (Silva et al., 2022). Por lo tanto, estos compuestos mostraron mayor afinindad
por el extracto hidroetan6lico en comparacién con el extracto acuoso. El flavonoide mas abundante
en el extracto hidroetanélico fue la naringenina, la cual es un flavonoide en su forma de aglicona
que por sus caracteristicas insolubles es extraida de forma eficaz con solventes con polaridad
media, como el etanol 80 %.

Cuadro 4. Identificacién y cuantificacion de flavonoides en extractos hidrofilicos de orégano
mexicano con UPLC-MS/-MS.

Flavonoides Extracto acuoso Extracto hidroetandlico
Naringenina 15.3615.36 £5.60 4027 + 626.76
Floridzina 658.33 £ 88.11 2824 +£559.20
Hesperidina 60.77 + 32.35 1701.05 +390.86
Quercetina 576 +0.81 1106.10 +45.42
Luteolina-7-glucésido 257.71 £ 18.08 581.79 £ 10.86
Apigenina 0.45+£0.14 15141 £19.18
Genisteina 0.21 £0.05 92.42 +£10.17
Luteolina 543 +2.58 88.96 + 6.24
Kaempferol 4.53+0.28 59.36 £3.10
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Rutina 17.28 £2.59 35.81+4.70

Quercetina-3-rhamnésido 3.68+0.28 13.55+1.82
Floretina ND 13.22+£2.46
Total 1029.51 10694.67

*Flavonoide méas abundante en el extracto

Los resultados se expresan como medias (n = 3) y + desviacion estandar; letras diferentes indican
diferencias significativas del contenido de flavonoides entre extractos. El total representa la suma
de las medias del contenido de cada flavonoide. Los resultados corresponden a ug/g muestra seca.

Por otro lado, a pesar de no tener la misma capacidad de extraccion de compuestos que el extracto
hidroetandlico, el extracto acuoso parece ser eficaz para la extraccién de compuestos en sus formas
glucosiladas (Silva et al., 2022). De acuerdo a lo observado en este estudio, el extracto acuoso
estuvo constituido principalmente de flavonoides como la floridzina (flavonoide méas abundante en
el extracto acuoso) y luteolina-7-glucésido. Al ser la floridzina una dihidroxichalcona y la
luteolina-7-glucosido un flavonoide en su forma glucosilada, el agua mostré ser un mejor solvente
para la extraccion de estos compuestos debido a su polaridad (Tian et al., 2021). Existen diversos
tipos de glucésidos de flavonoides que podrian estar presentes en el extracto acuoso de orégano
mexicano. Sin embargo, nuestra identificacion y cuantificacion de flavonoides se enfocd
principalmente en agliconas y flavonoides de naturaleza no polar quedando limitada la

identificacion y cuantificdacion de compuestos de naturaleza hidrofilica.

Se ha reportado la capacidad de ciertos flavonoides para inhibir la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina, la cual desempefia un papel importante en la regulacion de la presion
arterial (Guerrero et al., 2012; Kumar et al., 2010). Esta es una dipeptidil carboxipeptidasa
dependiente de zinc, cuya principal funcién es la conversién de la angiotensina | en angiotensina
I1, un potente vasoconstrictor. Al mismo tiempo, la enzima convertidora de angiotensina cataliza
la inactivacion del péptido vasodilatador bradicinina (Kumar et al., 2010). Asi, la inactivacién de
dicha enzima puede generar un efecto antihipertensivo y, de hecho, inhibirla es una de las
estrategias terapéuticas para controlar la hipertension arterial. Los resultados obtenidos de la
capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ICso) de los extractos evaluados
de orégano mexicano se muestran en la Figura 10. El extracto acuoso tuvo un ICsg de 0.183 mg/mL
y el extracto hidroetanélico de 0.138 mg/mL.

Este hallazgo puede deberse a que el extracto hidroetanolico tiene una mayor cantidad de
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compuestos fendlicos y flavonoides, los cuales podrian favorecer el efecto antihipertensivo. De
acuerdo con los resultados obtenidos de la identificacion y cuantificacion de flavonoides con
analisis UPLC-MS/MS, el perfil de flavonoides es diferente en los extractos, ya que el extracto
hidroetandlico aporta un mayor contenido de naringenina (aglicona) y el extracto acuoso esta
constituido principalmente por floridzina (glucdsido). En cuanto a bioactividad y potenciales
efectos benéficos, las agliconas tienden a mostrar una mayor potencia en distintas actividades
bioldgicas (Ajebli & Eddouks, 2020; Kawakami et al., 2005) que los flavonoides en sus formas

glucosiladas.

La actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina de los flavonoides presentes en
los extractos hidroetandlicos de orégano mexicano, como la luteolina, quercetina, rutina,
kaempferol y apigenina, ha sido reportada. Guerrero et al. (2012) evaluaron la capacidad inhibitoria
de la enzima convertidora de angiotensina de distintos flavonoides. Estos autores reportaron que
los I1Cso de los flavonoides mencionados fueron de 23, 43, 64, 178, 183 y 196 uM, respectivamente,
siendo el flavonoide luteolina el que mostr6 mayor capacidad inhibitoria de la enzima.
Caracteristicas como el grupo catecol en el anillo B, el doble enlace entre los C2 y C3 en el anillo
de carbonos, y la presencia del grupo cetona en el C4 del anillo de carbonos son importantes en la
estructura de los flavonoides con capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina
(Guerrero et al., 2012). El extracto que mostré mayor contenido de los flavonoides reportados con
mayor capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina fue el extracto
hidroetandlico. Esta podria ser la razon por la que el extracto hidroetanélico fue el que mostré
mayor capacidad inhibitoria en comparacion con el extracto acuoso. Ademas, se debe tomar en
cuenta la posibilidad de un efecto sinérgico sobre la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina entre los flavonoides y otros fitoconstituyentes presentes en los extractos crudos

elaborados con etanol (Santos et al., 2020).
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Figura 10. ICso de los extractos hidrofilicos de orégano mexicano. Se utilizé una prueba F de
extra suma de cuadrados de regresiones no lineales para comparar los I1Cso obtenidos de ambos
extractos.

Los extractos hidrofilicos de orégano tuvieron una mayor capacidad inhibitoria de la enzima
convertidora de angiotensina que lo reportado en extractos de otras plantas medicinales o
comUnmente utilizadas como tratamientos alternativos. El 1Cso del extracto hidroetandlico de
orégano mexicano (0.138 mg/mL) y del extracto acuoso (0.183 mg/mL) fue menor que lo reportado
por Khan & Kumar (2019) en Cynara scolimus, con un ICsode 0.356 mg/mL y Sakaida et al. (2007)
en Camelia synensis (té verde) (0.125mg/mL), siendo este Gltimo mas potente que el extracto
acuoso de orégano mexicano. Sin embargo, los resultados de ICso de la capacidad inhibitoria de la
enzima convertidora de angiotensina de los extractos fue mayor que lo reportado en Hibiscus
sabdariffa (ICso de 0.091 mg/mL) (Ojeda et al., 2010).

A pesar de tener datos prometedores que destacan el potencial de los extractos para controlar la
hipertensién y que podrian colocarlos como posibles alternativas de tratamiento o como
coadyuvantes para el tratamiento de la hipertensién, los estudios in vitro cuentan con limitaciones
y no son suficientes para asegurar su eficacia. Asi, los estudios in vivo son necesarios para conocer

el comportamiento y la eficacia de los metabolitos secundarios en modelos vivos.

Los resultados de las evaluaciones in vivo se muestran en las Figuras 11 y 12. Ambos extractos
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lograron reducir la presidn sanguinea en ratas espontdneamente hipertensas después de la primera
hora de su administracion intragastrica. En los resultados de la dosis administrada de 100 mg/kg se
observo una disminucion gradual de la presion sanguinea a partir de la cuarta hora. Sin embargo,
el extracto acuoso fue el que mostré un mejor efecto en la reduccion de la presion sanguinea en
comparacion con el hidroetandlico mostrando un efecto similar al control positivo en los tiempos
seis (p=0.31) y siete (p=0.09). La reduccion de la presion arterial fue de hasta -27 mm Hg en el
tiempo seis y -25 mm Hg en el tiempo siete (comparado con el valor de la presidn sanguinea del
modelo animal (215 mm Hg) en el tiempo cero). Por otro lado, los extractos administrados a dosis
de 200 mg/kg peso corporal mostraron una reduccion mas pronunciada de la presion arterial que
los extractos administrados a dosis de 100 mg/kg, lo que sugiere que el efecto de los extractos es
dosis dependiente. De manera similar a los resultados con dosis de 100 mg/kg peso corporal, ambos
extractos a dosis de 200 mg/kg peso corporal mostraron una disminucion gradual de la presion
sanguinea a partir del tiempo tres. El efecto antihipertensivo fue gradual hasta el tiempo seis tanto
para el extracto hidroetandlico como el acuoso, sosteniendo el extracto acuoso el efecto
antihipertensivo hasta el tiempo siete. Notablemente, el extracto acuoso no mostrd diferencias
significativas con respecto al control positivo a partir de la hora tres, mostrando un potencial

antihipertensivo similar al del captopril (Figura 12).

Los flavonoides poseen potentes efectos bioldgicos in vitro y puede ser que no se observen los
mismos efectos en estudios in vivo. Esto es porque factores como la absorcién, el metabolismo y
la distribucion de los compuestos deben ser considerados. Los glucdsidos poseen mejor
biodisponibilidad que las agliconas en estudios in vivo (Plaza et al., 2014; Liang et al., 2020). Por
lo tanto, evaluar la biodisponibilidad de los flavonoides es esencial para poder atribuirles los
efectos benéficos a la salud. De acuerdo con el andlisis cromatogréafico, el extracto hidroetandélico
es rico en agliconas como la naringenina (37.6 %), y el extracto acuoso, a pesar de tener un menor
contenido de flavonoides, es rico en floridzina (63.9 %) y luteolina-7-glucésido (24.9 %), ambos
de naturaleza glucosidica. Mladenka et al. (2010) sugieren que el grupo cetona en el C4 de los
flavonoides es esencial para que ejerzan propiedades vasodilatadoras potentes. En nuestros
extractos, se detectaron tres flavonoides que cumplen con este requisito; la naringenina, quercetina

luteolina, y pinocembrina.
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Figura 11. Efecto de los extractos hidrofilicos (100 mg/kg peso corporal) de orégano mexicano
en la presion sanguinea de ratas espontaneamente hipertensas. Los resultados se muestran como
medianas y rangos intercuartilicos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 12. Efecto de los extractos hidrofilicos (200 mg/kg peso corporal) de orégano mexicano
en la presion sanguinea de ratas espontaneamente hipertensas. Los resultados se muestran como
medianas y rangos intercuartilicos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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La estructura de los flavonoides es un factor vital que afecta su bioaccesibilidad. En este contexto,
la glucosilacién, en la que se incluye el tipo de enlace glucosidico (O-glucésido o C-glucésido),
asi como el tipo y numero de fracciones de azucares y el sitio de glucosilacion son relevantes
(Czubinski et al., 2019). Adicionalmente, los flavonoides glucosilados muestran mayor presencia
y permanencia en plasma que las agliconas. El efecto de la glucosilacion en los flavonoides puede
afectar la bioactividad in vitro, pero los efectos in vivo no son predecibles (Xiao, 2017). Segun la
polaridad de los solventes utilizados, el extracto podria tener un mayor arrastre de flavonoides y
compuestos glucosilados, lo cual podria explicar la mejor persistencia de la capacidad

antihipertensiva in vivo del extracto acuoso.

Nuestros hallazgos sugieren que la actividad antihipertensiva no esta relacionada con la capacidad
antioxidante ni con el contenido de compuestos fendlicos totales (Kwon et al., 2006). Asimismo,
son similares a lo reportado por Coelho et al. (2015), quienes evaluaron la capacidad
antihipertensiva del extracto hidroetandlico de O. vulgaris tras su administracion de forma oral e
intravenosa. En dicho estudio se report6é una disminucion de la presién sanguinea de ratas hembra
Wistar, pero el efecto antihipertensivo solo se mantuvo por 5 horas. Cabe destacar que en el
presente estudio el efecto antihipertensivo se mantuvo hasta por 7 horas tras la administracion del
extracto acuoso. Por otro lado, Phillips et al. (2006) reportaron que los extractos acuosos de
Tribulus terristris son mas eficaces que los extractos hidroetandlicos para disminuir la presién
sanguinea en modelos murinos de hipertension, comportamiento similar al observado en el presente
estudio. Una reduccion de 10 mm Hg de la presion arterial sistdlica logra reducir el riesgo de
eventos mayores cardiovasculares en un 20 %, enfermedad coronaria en un 17 %, infartos en un
27 %, falla cardiaca en un 28 %, y muerte por cualquier causa cardiovascular en un 13 % (Ettehad
et al., 2016). Notablemente, tanto el extracto acuoso como el hidroetandlico evaluados en el
presente estudio lograron disminuir la presion arterial en méas de 10 mm Hg (Figuras 11y 12). Asi,
los resultados de esta investigacion sugieren que los extractos hidrofilicos de orégano mexicano no
solo poseen efectos antioxidantes, sino también capacidad antihipertensiva fisiolégicamente
relevante en ratas espontaneamente hipertensas, abriendo la posibilidad de utilizarlos para el

desarrollo de nutracéuticos con potencial antihipertensivo.
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7. CONCLUSIONES

Los flavonoides mas abundantes en los extractos acuoso e hidroetanolico fueron floridzina 'y
naringenina, respectivamente.

Los extractos acuoso e hidroetanolico de orégano mexicano muestran importantes capacidades
inhibitorias de la enzima convertidora de angiotensina, siendo el extracto hidroetanolico el que
mostr6 mayor capacidad inhibitoria in vitro.

Los extractos acuoso e hidroetandlico disminuyeron eficazmente los valores de presion
sanguinea en ratas espontaneamente hipertensas, con un efecto dosis dependiente, sin
embargo, solo el extracto acuoso logré mantener el efecto antihipertensivo hasta por siete

horas.
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