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El Extracto Acuoso de Orégano (Lippia graveolens HBK) del
Norte de México Tiene Actividad Antioxidante sin
Mostrar un Efecto Toxico in vitro e in vivo

The Aqueous Extract from Oregano (Lippia graveolens HBK) from the North of Mexico
Has Antioxidant Activity without Showing a Toxic Effect in vitro and in vivo
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RESUMEN: Desde tiempos antiguos la medicina tradicional ha usado extensamente las especies del género Lippia como
analgésicos, antiinflamatorios, antipiréticos, antifingicos, etc. Numerosos estudios describen diversos compuestos presentes en extrac-
tos acuosos, metanoélicos, o aceites esenciales de estas plantas, siendo los flavonoides los compuestos mas abundantes. Sin embargo, la
composicion y cantidad de los metabolitos secundarios dependen de la zona geografica, factores climaticos, altitud, época de cosecha y
estado de crecimiento de estas plantas. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antioxidante del extracto acuoso de orégano
(Lippia graveolens HBK) del Norte de México y su efecto toxico in vitro e in vivo. La capacidad antioxidante del extracto acuoso se
midi6 por el método de DPPH en seis diluciones del extracto (5-160 mg/mL) y se utilizé Trolox como referencia; para el efecto toxico in
vitro se uso el ensayo de citotoxicidad con larvas de Artemia salina. Para el efecto in vivo se emplearon 24 ratones arabes machos
divididos en 6 grupos de animales (n=4): 4 grupos experimentales con 10, 100, 1000 y 5000 mg del extracto/ kg de peso administrados
via oral respectivamente, ademas de un grupo control positivo (5 mg de colchicina/kg de peso via i.p) y un grupo control negativo (solo
agua destilada). Después del tratamiento los ratones se sacrificaron y se colectaron muestras de higado y rifion que se sometieron a
estudios histoldgicos e histoquimicos, ademas se realiz6 un analisis cuantitativo. La actividad antioxidante del extracto acuoso de oréga-
no se presentd a 160 mg/mL. La CL50 fue mayor a 1,000 pig/mL por lo que el extracto se considera no toxico. En el analisis morfologico
in vivo con distintas dosis del extracto acuoso de orégano no se observo un efecto toxico. Los resultados obtenidos validan el uso del
orégano en la medicina tradicional.

PALABRAS CLAVE: Antioxidante; Orégano; Analisis morfologico.

INTRODUCCION

El nombre orégano comprende mas de veinticuates al, 2008), antiparasitarios (Bassad¢ al, 2003);
diferentes especies de plantas, entre las que destacan elantigenotoxicos (Sivropouloes al, 1996; Heet al,, 1997;
gano europe@riganum vulgarele la familia Lamiaceae, y Hirobe et al, 1998); antimicrobiano en infecciones cuta-
el orégano mexicanbippia graveolengerteneciente a la neas, gastricas y respiratorias (Pasaiaél, 2001;
familia Verbenacea (Rzedowski, 1978; Huerta, 1997; Piercgkandamit al, 2002; Burt & Reinders, 2003; Hernandez
1999). Desde tiempos antiguos la medicina tradicional ledal, 2009); espasmoliticos y estrogénicos (Craker & Simon,
usado diversas especies del género Lippia como analgésid®92; de las Herast al., 1998; Pérez, 2002); en el trata-
antiinflamatorios, antipiréticos; contra diarrea, vémito, inmiento de desérdenes hepaticos, diurético, remedio de des-
digestion y disenteria (Monroy & Castillo, 2000); comardenes menstruales, repelente, antimalaria, tratamiento
antialérgicos, antivirales, vasodilatadores y antihipertensivoentra sifilis, gonorrea y diabetes (Socoetoal, 1998;
(Pietta, 1999; Guerreet al, 2002), antifiingicos (Hernandez Pascuakt al; Arcila-Lozanoet al., 2004).
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A la fecha existen numerosos estudios en los que gectivamente) a 517 nm con un espectrofotdmetro marca
han identificado una gran cantidad de compuestos quimic®gectronic 20 Genesys. La curva de calibracién se realizo
que varian de acuerdo a la variedatligpia analizada em- empleando diluciones crecientes de Trolox® (6-hidroxi-
pleando extractos acuosos (Valengdal.,2002; Riccoet 2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico 97%, Sigma
al., 2010), metandlicos y etandlicos (Zételal, 2002; Aldrich Chemical Co., Gillingham, Dorset, UK) en metanol
Gonzalez-Glereaat al.,2007; Salinas-Sanchetal, 2009) al 80% como antioxidante de referencia para comparar la
y aceites esenciales de las hojas y tallos (Pastwdl, actividad antioxidante del extracto.

Bassoleet al; Salgueircet al, 2003, Hernandezt al, 2008,
2009). Siendo los flavonoides los compuestos antioxidantéssayo de toxicidadin vitro con larvas deArtemia sali-
mas abundantes énppia graveolengRzedowski; Pietta; na. Se pesaron 40 mg de huevosAdieemia salina(Brine
Draglandet al, 2003). Sin embargo la composicién y cantiShrimp Eggs® de Salt Creek Inc.) y se depositaron en 200
dad de los metabolitos secundarios de estas plantas depen-de agua de mar artificial (Instant Ocean®) a pH 8 y
den de la zona geografica, factores climaticos, altitud, épensidad de 1.020-1.025 y se incubaron a TA por 48 h bajo
ca de cosecha y su estado de crecimiento (Cimeingla una lampara de luz blanca hasta eclosién de los huevos a
2002; Lecona-Uribet al, 2003; Salgueiret al; Hernandez larvas. Posteriormente se tomaron 10 larva&rtimia sa-
et al, 2009), por lo que el objetivo de este estudio fue Bha y se depositaron en tubos de ensayo que contenian 5
evaluar la actividad antioxidante del extracto acuoso de orét de las soluciones de 10, 50, 100, 500 y J@§enL de
gano (ippia graveolenHBK) del norte de México y su concentracion del polvo seco en agua de mar destilada y se
efecto toxican vitro ein vivo. incubaron por 24 h a ~ 40 °C. Se contaron las larvas vivas y
muertas con ayuda de un microscopio estereoscoépico y los
datos se analizaron con el paquete estadistico de Finney
MATERIAL Y METODO (Analsis Probit) para la determinaciéon de la concentracion
letal 50 (CL50) con un 95% de intervalo de confianza, esto
se realiz6 por triplicado. Con el ensayo de toxicidad para
Recoleccion del material vegetal y procesamiento para larvas deArtemia salina se considera que los compuestos
obtener el extracto acuosoSe recolectd material vegetalbioldgicamente activos son aquellos con una concentracion
fresco entre los meses de mayo-agosto del 2008 en la Siégtal media (CL50) de 0 a 5 mg/mL como altamente téxica,
de Jimulco, ubicada a 1,200 metros sobre el nivel del nd& 6 a 200 mg/mL como toxica, y no téxica 200 a 1000 mg/
en el Municipio de Torreén, Coahuila, al Norte de MéxicanL (Meyeret al, 1982).
Las plantas se colectaron antes de la floraciéon y un ejem-
plar fue identificado por el M.C. Eduardo Blanco Contreragvaluacién in vivo del extracto acuoso de.ippia
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, UnigraveolensHBK. Se emplearon 24 ratones arabes machos,
dad Laguna. El material se secé a la sombra a temperatmantenidos en condiciones estandares del bioterio, con hu-
ambiente (TA), se separaron las hojas del tallo, y se trituraedad, ciclos de luz y oscuridad, agua y coradiibitum
ron hasta obtener un polvo fino que se pasé por una méalatrabaj6é con 6 grupos de animales (n=4): 4 grupos experi-
20. El extracto acuoso se preparé por extraccion en ebuthientales con 10, 100, 1000 y 5000 mg del extracto/ kg de
cion de una mezcla del polvo en agua a 10 % (m/v) durameso administrados via oral respectivamente, para determi-
10 min. El extracto se filtr6 a vacio, se llevd a sequedadar las dosis administradas vivo se tom6 como base la
total en una estufa a 37 °C y se almacend en frasco deGii-50 calculada de acuerdo a los resultaddsrtiamia sali-
drio @mbar a 4C hasta su estudio. A partir de este polvo sea.Al grupo control positivo se le administré una dosis de 5
realizaron las diluciones. mg de colchicina/kg de peso via i.p. y al grupo control ne-
gativo (solo agua destilada via oral).
Determinacion de la actividad antioxidante por el méto-
do de DPPH Como indicador de la actividad antioxidante Los ratones de todos los grupos fueron sacrificados
se siguio el procedimiento descrito por Ohingdlal.(1994), por dislocacién cervical segun las Normas de la Conven-
en donde el radical libre 2,2, -difenil-1-picrilhidracilo cién de Helsinki para la experimentacion a 24 hrs posterio-
(DPPH) es reducido a 2,2,-difenil-1-picril hidracina pores a la administracién del extracto, colchicina o agua. Des-
compuestos que contienen grupos -OH que decoloranpelés del sacrificio, todos los animales se perfundieron a tra-
reactivo. Se realizaron seis diluciones (5-160 mg/mL) deés del ventriculo izquierdo con una solucién fijadora de
polvo en agua destilada, en seguida se tomaron 3 mLfdemalina al 10 % en solucion buffer de fosfatos (PBS) 1X,
cada dilucion y se adicion6 1 mL de la solucion de DPPpH 7.2-7.4. En seguida se disecaron muestras de higado y
0,1 mM disuelto en metanol al 80%, en seguida se midierafién que fueron procesadas por la técnica histolégica hasta
las absorbancias a 0 y 30 min (Abst=0 y Abst=30 min resu inclusién definitiva en blogues de parafina, se obtuvie-

938



SOTO-DOMINGUEZ, A.; GARCIA-GARZA, R.; RAMIREZ-CASAS, Y.; MORAN-MARTINEZ, J. & SERRANO-GALLARDO, L. B.  El extracto acuoso de oregamippia graveolensiBK)
del norte de México tiene actividad antioxidante sin mostrar un efecto toxitm e in vivo. Int. J. Morphol., 30(3)937-944, 2012.

ron cortes histologicos de jgm de grosor tefiidos con Efecto téxicoin vitro (CL50). Los resultados de la concen-
Hematoxilina y Eosina (H y E), tricromico de Masson é¢racion letal media (CL50) para evaluar el efecto toxico
histoquimica con el acido peryédico de Shiff (PAS). Estostro del extracto fue mayor a 1,0Q00/mL (354428.84ug/
cortes se analizaron mediante microscopia de luz pararsl), por lo que el extracto acuoso de Lippia graveolens se
evaluacion morfolégica comparando los grupos experimecensidera no toéxico, tomando en cuenta el criterio de que
tales con los grupos control negativo y control positivo eima DL50 =0 - 5 mg/mL es altamente téxica, una DL50 de
un estudio ciego donde participaron tres especialistas @n200mg/mL es toxica, y una DL50 de 200 - 1000 mg/mL
morfologia. También se realiz6 un andlisis cuantitativo a1o es tdxica. Esta pruebravitro de toxicidad con larvas de
donde el parénquima del higado se dividié en acinos hepdtemia salinase considera como una prueba general para
cos o de Rappaport diferenciando las 3 zonas descritas paralizar los extractos de plantas (Megeal). La viabili-
este, se cuantificaron los hepatocitos normales diferenci@ad de las larvas de Artemia salina en los tubos sin extracto
dolos de los hepatocitos con signos de necrosis. Debidéua del 100%.
que en el rifidn un efecto téxico se evidencia por dafio en los
tubulos contorneados proximales y distales, en este estuifecto téxicoin vivoy analisis cuantitativo.En el analisis
se realizé un conteo de estas estructuras con o sin signomdefoldgico de dafio tisulan vivo del extracto acuoso de
alteracién en su histologia. Para ambos 6rganos de los drippia graveolendiBK sobre el higado y rifién de ratones
pos de estudio se analizaron 8 campos consecutivos, estoaados a distintas concentraciones, no se observé un efec-
realizé por triplicado. De los valores porcentuales obtertis toxico sobre las células de cada una de las regiones de
dos se obtuvieron valor promedio y desviacion estandar (D&tos érganos. En el higado de los ratones del grupo control
y se analizaron estadisticamente con la prueba de T-studsegativo se observaron los hepatocitos con limites celulares
para un valor de significancia@.05. bien definidos y estructura de los lobulillos hepaticos con
una apariencia histolégica normal (Fig. 1 Ay B). Con la
técnica histoquimica de PAS, se observaron hepatocitos con
RESULTADOS Y DISCUSION material positivo que corresponde a depdsitos de glucégeno
de aspecto granulado (Fig. 1 C). En los ratones tratados con
colchicina, se observo dafio generalizado en los hepatocitos,
Actividad antioxidante. Los resultados de nuestro estudioncremento en su tamario, presencia de abundantes vacuolas
indican que el orégariappia graveolen$iBK de la sierra en su citoplasma, signos de necrosis y alteracion de la ar-
de Jimulco, en el estado de Coahuila del Norte de Méxiapjitectura normal caracterizada por desorganizacién de las
presenta actividad antioxidante que se incrementa conftdminas de hepatocitos, dilatacion de los capilares
me aumentan las concentraciones del extracto sin tenersimusoidales y zonas de hemorragia (Fig. 1 Dy E). Con la
efecto toxicoin vitro e in vivo. La mayor actividad técnica de PAS se observaron amplias zonas de células
antioxidante se presenta a 160 mg/mL, esta concentrac@@entes de positividad por la pérdida de glucégeno alter-
es menor a las descritas en el estudio de Zavala-Higda nando con zonas con material PAS positivo en el espacio
(2006) usando extractos acuosos de orégammpi@a extracelular (Fig. 1 F). En los animales tratados con el ex-
graveolenKunt) de los estados de Guanajuato, Querétat@cto acuso de orégano se observo una histologia normal
y Puebla, México, en donde se encontraron valores deplara éste 6rgano similar a la observada en el grupo control
capacidad antioxidante a 3574431,84, 397,99 22,02y negativo (Fig. 1 G, Hel).
406,96+ 15,14 mg/ml, respectivamente. Esta concentracion
ademas es mucho mayor a la descrita por Gonzalez-Gliereca En el andlisis cuantitativo del higado en el grupo
et al.(500 mg/L) en el 2007, usando un extracto acuoso dmintrd positivo se encontrd una considerable disminucién
tallo Lippia graveolenHBK var. berlandieri Schauer, del en el porcentaje de hepatocitos normales en las 3 zonas de
estado de Durango, México. Esta variacion en las conceastudio sin encontrar diferencias significativas entre las mis-
traciones del efecto antioxidante observado entre plantasdas (65,41+4,58), los valores del grupo control negativo
distintos estados en el territorio nacional puede ser debidfuaron de 99,910,12. Cabe destacar que en los grupos trata-
queLippia graveolengresenta una composicién y canti-dos con el extracto de orégano, a la mayor concentracién (5000
dad de los metabolitos secundarios que dependen de la zmigakg de peso) los valores fueron de 93,082 sin obser-
geografica, factores climaticos, altitud, época de cosech&ar diferencia estadistica significativas en el porcentaje de
su estado de crecimiento (Cimarejaal,; Lecona-Uribeet  hepatocitos normales de las 3 zonas de estudio (Tabla I).
al.; Salgueircet al, Hernandezt al, 2009), por lo que es
nuestros resultados confirman que la cantidad de compues- En la corteza y médula de rifién del grupo control ne-
tos antioxidantes presentes en las plantas del género Lippéivo se observaron corpusculos renales, tdbulos
es distinta en cada una de las regiones. contorneados proximales, distales, asas de Henle y tubulos
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Fig. 1. Grupo control negativo: A) Hepatocitos (H), sinusoides (S) y vena central (VC) de caracteristicas histolégicasBjoivhadssra los mismos
hallazgos descritos para A. C) Se observan pequefios depositos de glucégeno de aspecto granulado en los hepatociigsqttecia). [i@sitivo: D)
Presencia de necrosis hepatica (H) ademas de congestion sinusoidal (S). E): Muestra los mismos hallazgos descritos phseDaf)zenas con
material PAS positivo en el espacio extracelular, ademas de una evidente destruccion de los mismos (flecha). GrupoS@&adogcda extracto
acuoso de orégano: G) Hepatocitos (H), sinusoides (S) y vena central (VC) de caracteristicas histoloégicas normales. ldk Misestahallazgos
descritos para G. ) Se observan pequefios depositos de glucégeno de aspecto granulado en los hepatocitos (flecha)d&lomsncpision en
parafina. A, By C: tincion de H&E. D,E y F: tincion de tricrémico de Masson. G, H e I: reaccion de PAS. Barra 50

colectores con caracteristicas histologicas normales (Fig. 205 cortes con la técnica de PAS, se observaron células
y B). Con la técnica de PAS se observaron microvellosidadegiteliales con destruccion de las microvellosidades (Fig. 2F).
integras con positividad en el glucocaliz (Fig. 2C). Esto coDestaca que en los grupos tratados con diferentes concentra-
trasta con lo observado en el grupo control positivo, cuya®nes del extracto de orégano se observé una histologia nor-
porciones tubulares de la corteza (Fig. 2D) y médula (Fimal similar al control negativo (Fig. 2 G, H e I).

2E) muestran extensas zonas con signos de necrosis, caracte-

rizada por ruptura de la membrana plasmaética, extraccion total ~ Los resultados del analisis cuantitativo del rifion en

o parcial del citoplasma y nucleos con pérdida de la cromatirhgrupo control positivo muestran una notable disminucion
también se observé congestion vascular con zonas de heaw-tUbulos proximales y distales normales (5%8%6),

rragia y retraccion de los capilares glomerulares. Al analizarientras que en los grupos control negativo y tratados con
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Fig. 2. Grupo control negativo: A) Corteza renal que muestra la presencia de glomérulos renales (G) y tubulos contordmdasfi€]sticas histoldgicas
normales. B): Médula renal que muestra a los tubulos (T) tanto colectores como asas de Henle de caracteristicas histoddescds) idembranas
basales delgadas y continuas sin alteraciones (flecha) . Grupo control positivo: D) Presencia de necrosis tubular srctogoahedalos (t). E): Destruc-
cién tubular (T) a nivel medular. F) Pérdida de la continuidad de la membrana basal de los tubulos (flecha). Grupo @@@imgatel extracto acuoso
de orégano: G) Corteza renal que muestra la presencia de glomérulos renales (G) y tubulos contoneados (TC) de carstciédstamadrmales. H):
Medula renal que muestra a los tubulos de caracteristicas histologicas normales. 1) Membranas basales delgadas y citetincmsnein(flecha).
Microscopia de luz inclusion en parafina. A, B y C: tincion de H&E. D, E y F: tincion de tricromico de Masson. G,H e h d=&#48. Barra 50m.

Tabla I. Porcentaje de hepatocitos normales.

Zonal Zona 2 Zona 3
GRUPO PROMEDIO DE PROMEDIO DE PROMEDIO DE
% % %
C. Negativo 99,91 + 0,12 100 +0 99,66 + 0,34
C. Positivo 6541 * + 4,85 60,58 * +4,49 58,41 * + 9,05
5,000 mg 99,08 + 1,02 99,58 + 0,64 99,41 + 0,56
1.000 mg 99,66 + 0,34 99,58 + 0,64 99,58 + 0,12
100 mg 99,50 + 0,59 99,41 + 0,56 99,75 + 0,22
10 mg 99,75 + 0,22 99,91 +0,12 99,75 + 0,22

*p< 0,05
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Tabla II. Porcentaje de tlbulos renales normales. demuestran que al utilizar los extractos acuosoksifga
GRUPO PROMEDIO DE graveolensHBK en el tratamiento de las patologias descri-
C. Negativo 98,33 +0,12 tas, no se induce un dafio celular o efecto tdxico sobre érgano
C. Positivo 51,83 * + 0,56 importantes como higado y rifién.

5.000 mg 96,25 + 215

1.000 mg 98,40 + 0,20 Los resultados obtenidos en este estudio contribu-
100 mg 98,52 + 059 yen de manera importante en la investigacion de los efectos
10 ”;905 98,51 + 025 fitoterapéuticos, farmacoldgicos y toxicoldgicos de las plan-
*p=<0,

tas del generdippia, ademas de demostrar la actividad

el extracto de orégano se obtuvieron valores de 98,32 antioxidante y los efectos morfoldgiciosvitro ein vivode

y 96,25+2,15 para la mayor concentracion respectivamenitd €xtracto acuoso deppia graveolens HBKActualmen-
(Tabla I). te en nuestro laboratorio se llevan a cabo estudios para iden-

tificar los compuestos quimicos presentes en el extracto acuo-
El efecto morfolégico no téxico observado en est&° evaluado y/o extractos metandlicos y aceites esenciales

estudio con extracto acuoso deppia graveolen$iBK, se 0 1as plantas del génetrgppia de esta region de Mexico,
correlaciona con lo descrito en la literatura sobre el extengr 12 posterior evaluacion de sus efectos sobre madelos
uso del orégano como analgésico; contra diarrea, vomito, it/ €1n vivo.

digestion y disenteria (Monroy & Castillo); antialérgico,

antiviral, vasodilatador y antihipertensivo (Guerretal.),
antifangico (Hernandegt al, 2008), antiparasitario (Bassole
etal); antigenotdxico (Hirobet al); antimicrobiano (Pascual
et al; Hernadndezt al., 2009); espasmolitico y estrogénico i . )
(Pérez); en el tratamiento de desérdenes hepaticos, sifilis, ~ Yolanda Ramirez Casas agradece al Consejo Nacio-
gonorrea y diabetes (Socored al; Pascuakt al; Arcila- n"f‘] de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo eco-
Lozanoet al). También se ha descrito su uso contra bacterid@Mico brindado con la beca 216337, para la realizacion de
gram negativas, gram positivas (Hernandeal, 2009) y sus .e_stu_dlps (_je Maestria en Ciencias en Investigacion
fungicida (Sivropouloet al). Por lo que nuestros resultadod¥ultidisciplinaria de Salud.

AGRADECIMIENTOS

SOTO-DOMINGUEZ, A.; GARCIA-GARZA, R.; RAMIREZ-CASAS, Y.; MORAN-MARTINEZ, J. & SERRANO-GALLAR-
DO, L. B. The aqueous extract from oregahdppia graveolensHBK) from the North of Mexico has antioxidant activity without
showing a toxic effect in vitro e in vivént. J. Morphol., 30(3)937-944, 2012.

SUMMARY : Since ancient times, traditional medicine has widely used species of theippraas analgesics, anti-inflammatory,
antipyretic, antifungal, etc. Numerous studies describe several compounds present in aqueous extracts, methanol, ds egsential o
these plants, being flavonoids the most abundant compounds. However, the composition and quantity of secondary metalolites depe
on the geographical area, climatic factors, altitude, time of harvest and growth status of these plants. The objecive pithisto
evaluate the antioxidant activity of aqueous extract of oredappig graveolens HBKfrom the North of Mexico and its toxic effaot
vitro andin vivo. The antioxidant activity of the aqueous extract was measured by DPPH method in six dilutions of the extract (5-160 mg
/ mL), Trolox was used as a reference. Foiithetro toxic effect, cytotoxicity assay with larvaeMftemia salinavas used. For thie
vivo effect, 24 males mice were used and divided into 6 groups (n = 4): 4 experimental groups with 10, 100, 1000 and 5000 mg extrac
/ kg body weight administered orally respectively, also we used a group positive control (5 mg of colchicine / kg bodgmieigterad
via ip) and a negative control group (distilled water only). After treatment all mice were sacrificed, and samples frooh kicerey
were collected and analyzed by histological and histochemical studies. Also a quantitative analysis was done. The asthidtyiddnt a
aqueous extract of oregano was presented at 160 mg/mL. The LC50 was greater than 1.000 mg/mL, so the extract is coazidered nont
In the morphological analysia vivo with different doses of aqueous extract of oregano, no toxic effect was observed. The results
validate the use of oregano in traditional medicine.

KEY WORDS: Antioxidant; Oregano; Morphological analysis.
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