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Resumen

Algunas especies de Clinopodium son ampliamente utilizadas por sus propiedades biologicas; sin
embargo, la informacién disponible es diversa generando confusion respecto a sus aplicaciones.
Esta revision bibliografica recoge informacion en torno a la composicion y bioactividad de
Clinopodium y sus usos medicinales en Latinoamérica. Se recolectd informacion en bases de datos
mediante codigos de busqueda y criterios de seleccion establecidos para cada revision. Para la
evaluacion y presentacion de resultados se aplicaron herramientas estadisticas: analisis de
componentes principales, analisis de conglomerados, redes sociales artificiales y diagramas de
dispersion. Se seleccionaron en total 160 estudios publicados entre 1990-2022 que se registraron
en matrices de Excel. A partir de lainformacidn evaluada, se determind que la altitud y temperatura
influyen en el rendimiento de los aceites esenciales, siendo las bajas altitudes y altas temperaturas
aquellas que lo favorecen, los datos de mayor frecuencia para estas variables fueron 200 — 600 m
y 20 °C respectivamente. En cuanto a composicion quimica, los monoterpenos oxigenados son el
grupo de componentes predominantes en este género con una proporcion del 25 — 90% del total
del aceite, seguida de una fraccion sesquiterpénica de 5 — 25%. Las especies de Clinopodium
presentan altas concentraciones de pulegona, carvacrol, piperitenona y mentona, mismos que
exhiben propiedades antirradicales y microbicidas, por lo que podrian ser responsables del
potencial antioxidante y antimicrobiano evidenciado en algunas especies (C. nubigenum, C.
montanum, C. taxifolium, C. vulgare y C. nepeta). Respecto a usos medicinales se observé que C.
gilliesii, C. odorum y C. bolivianum son las especies mas utilizadas en Latinoamérica para tratar

principalmente afecciones del sistema digestivo y respiratorio.

Palabras clave: Clinopodium, composicion, bioactividad, antioxidante, antimicrobiana, usos

medicinales.
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Abstract

Some Clinopodium species are widely used for their biological properties; However, the
information available is diverse, generating confusion regarding its applications. This
bibliographic review collects information about the composition and bioactivity of Clinopodium
and its medicinal uses in Latin America. Information was collected in databases using search codes
and selection criteria established for each review. For the evaluation and presentation of results,
statistical tools were applied: principal component analysis, cluster analysis, artificial social
networks and scatter diagrams. A total of 160 studies published between 1990-2022 were selected
and recorded in Excel matrices. From the information evaluated, it was determined that altitude
and temperature influence the performance of essential oils, with low altitudes and high
temperatures being those that favor it, the most frequent data for these variables were 200 - 600 m
and 20 °C respectively. In terms of chemical composition, oxygenated monoterpenes are the
predominant group of components in this genus with a proportion of 25 — 90% of the total oil,
followed by a sesquiterpene fraction of 5 — 25%. Clinopodium species present high concentrations
of pulegone, carvacrol, piperitenone and menthone, which exhibit antiradical and microbicidal
properties, so they could be responsible for the antioxidant and antimicrobial potential evidenced
in some species (C. nubigenum, C. montanum, C. taxifolium, C. vulgare and C. nepeta). Regarding
medicinal uses, it was observed that C. gilliesii, C. odorum and C. bolivianum are the most used

species in Latin America to mainly treat conditions of the digestive and respiratory systems.

Keywords: Clinopodium, composition, bioactivity, antioxidant, antimicrobial, medicinal uses..
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CAPITULO I
Introduccion
1.1 Problema de Investigacion

El material vegetal constituye un recurso importante para la subsistencia del ser humano
dado que le proporciona fibras, alimentos, refugio, medicamentos, entre otros. Asi mismo, las
plantas generan una gran variedad de compuestos organicos que se distribuyen de forma limitada,
tales como los metabolitos secundarios que normalmente se encuentran en una o varias especies
relacionados taxonomicamente (Carovic¢-Stanko et al., 2016; Taiz L., 2015).

El hombre ha usado estos compuestos con varios fines, incluyendo aromaterapia,
cosmética, perfumeria, medicina, entre otros. En cuanto a salud puablica, los paises en desarrollo
presentan algunos desafios que incluyen la disponibilidad limitada de medicamentos y deterioro
progresivo de la salud poblacional. Debido a esto, la medicina tradicional sigue siendo
fundamental en regiones como Ameérica Latina (Benites et al., 2021; Rajbhandari et al., 2009;
Opalchenova & Obreshkova, 1999).

En los ultimos afos, se ha potenciado el andlisis y evaluacién de una amplia gama de
plantas medicinales, en busca de nuevas fuentes de compuestos bioactivos. A pesar de esto,
muchas de estas especies no han sido estudiadas a profundidad, por lo cual hasta el momento no
esta establecido el mecanismo de accion o toxicidad de una gran variedad de metabolitos, de modo
que, contintian generando dudas en cuanto a su aplicacion en la industria médica (Nikolova, 2011;
Shikov et al., 2014; Khodja et al., 2018).

Algo similar ocurre con el género Clinopodium que ha generado interés a nivel cientifico,

sin embargo, solo algunas de sus especies han sido investigadas en cuanto a su composicién
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quimica, uso domestico y propiedades biologicas (antioxidante, antibacteriana, antifungica,
antiinflamatoria, entre otras) (Paco et al., 2018; Mincheva et al., 2019; Estrada-Reyes et al., 2010).

Adicionalmente, los estudios publicados sobre este género presentan informacion
heterogénea resultante de las diferencias experimentales de cada investigacion y del origen de la
muestra. En la actualidad no existe un documento que recopile informaciéon sobre las propiedades
activas, composicion quimica o usos medicinales de las especies de Clinopodium. En vista de que
se realizan revisiones locales sin tomar en cuenta toda la documentacion disponible lo que impide
esclarecer la situacion actual de Clinoodium.

1.2 Justificacion

El interés en la medicina ancestral es cada vez mayor debido a las numerosas propiedades
bioldgicas que presentan algunas especies vegetales. Incluso, en varias culturas las plantas son
muy apreciadas debido a su diverso potencial terapéutico, incluyendo actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, antibacterianas, antifungicas y antivirales (Stefanini et al., 2006; Nasar-Eddin et
al., 2019).

La bioactividad que presentan ciertas especies se atribuye a su composicion quimica
particular, estos conocimientos previamente registrados se siguen utilizando para curar
enfermedades. Por esto, es importante mantener los saberes ancestrales que han sido la base para
tratar afecciones humanas y posterior desarrollo de productos farmacéuticos (Carovi¢-Stanko et
al., 2016; Opalchenova & Obreshkova, 1999).

Las dudas en torno a las posibles aplicaciones terapéuticas de las plantas podrian
esclarecerse mediante literatura cientifica disponible que cuenta con evidencia previa (Pae, 2015;

Moreno et al., 2018). Ademas, las revisiones referentes a plantas medicinales y saberes ancestrales
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permiten validar estos conocimientos y ofrecen datos actualizados sobre las aplicaciones de
especies vegetales de interés (Torres, 2015).

Por lo descrito, este proyecto pretende desarrollar una revision bibliografica y sistematica
enfocada en el género Clinopodium, considerando su composicién quimica, bioactividad
(antioxidante y antimicrobiana) y usos medicinales en torno de la perspectiva latinoamericana.
De esta forma, sera posible establecer informacidn relevante en cuanto al potencial farmacéutico
de las especies vegetales de Clinopodium.

1.3 Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Recopilar informacion bibliogréfica de la bioactividad y las aplicaciones medicinales del

género Clinopodium spp.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Recolectar informacion sobre la composicién quimica de las especies del género

Clinopodium spp.

e Realizar una revision sistematica sobre la bioactividad del género Clinopodium spp.

relacionada con su composicion.

e Describir las aplicaciones medicinales del género Clinopodium spp. en Latinoamérica a
partir de informacion bibliografica.
1.4 Pregunta directriz
¢Existe relacion entre la composicion quimica de las especies del género Clinopodium

spp. con sus propiedades farmacologicas?
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CAPITULO I
Marco Teorico
2.1 Género Clinopodium
2.1.1. Generalidades

La familia Lamiaceae es muy abundante en plantas medicinales, tiene una distribucion
cosmopolita y presenta mayor densidad en regiones calidas, especialmente en el continente
americano, la zona mediterranea y el centro de Asia. Consta de aproximadamente 236 géneros y
mas de 7000 especies, en las que se encuentran plantas herbales, arbustos y arboles (Martinez-
Gordillo et al., 2013; Vladimir-Knezevic et al., 2014).

En América estan presentes 65 géneros, ubicados en su mayoria en zonas templadas de
Centroamérica y Sudamérica. Entre ellos se encuentra el género Clinopodium que abarca alrededor
de 140 especies herbaceas y arbustivas, su distribucion cubre Europa, América, Asia y algunas
localidades de Africa, se distinguen por habitar en areas tropicales. Se considera que en el
continente americano se encuentran alrededor de 50 especies que pertenecen a este género (Tapia
Manrique & Valdivieso Marquez, 2019; Perrino et al., 2021; Khodja et al., 2018).

2.1.2. Principales Especies y Usos

En cuanto a Clinopodium, es necesario sefialar su alcance en la industria medicinal,
quimica y de alimentos. Este es el caso de especies como C. bolivianum, C. nepeta, C. montanum
y C. vulgare que poseen bioactividad antimicrobiana (Mamani, 2014; Mohammadi et al., 2014;
Morocho et al., 2018; Panizzi et al., 1993; Rossi et al., 2007; Vladimir-Knezevic et al., 2014). De
manera similar en la industria quimica se utilizan C. nubigenum, C. chinense, C. bolivianumy C.

gracile en el desarrollo de plaguicidas botanicos y repelentes, debido a sus propiedades larvicidas,
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ovicidas y disuasorias de la oviposicion (Romani et al., 2019; Solis-quispe et al., 2018; Chen et
al., 2013; Rojas et al., 2018 ).

Por otro lado, las preocupaciones toxicoldgicas asociadas con el uso de sustancias sintéticas
en los alimentos provocaron mayor atencion en la exploracion de extractos naturales como
conservantes de comestibles y compuestos antioxidantes. Algunas de las especies utilizadas con
esta finalidad son C. nepeta, C. gilliessi, C. nubigenum, C. pulchellum y C. sericeum (Barbieri et
al., 2016; Benites et al., 2021; Khodja et al., 2018; Paco et al., 2018; Robert & Manrique, 2017).

2.1.2.1 Usos Medicinales.

Las plantas medicinales constan de extractos que se conocen como principios activos los
cuales presentan propiedades terapéuticas. Tales compuestos se obtienen a partir del metabolismo
secundario y se encargan de proteger a las plantas de patdgenos y depredadores. A nivel economico
y social son de interés ya que se pueden aprovechar en la industria farmacéutica (Opalchenova &

Obreshkova, 1999; Wache et al., 2013; Karas et al., 2017).

Las comunidades andinas de Centro y Sur Ameérica por décadas han hecho uso de las
plantas medicinales de Clinopodium a partir de infusiones, decocciones y maceraciones.
Actualmente, estas plantas siguen desempefiando un papel importante como alternativas
terapéuticas en el sistema tradicional de salud de muchos paises en desarrollo (Trevizan et al.,
2020; Sarac & Ugur, 2007). Algunas de las especies de Clinopodium que mas se usan en la regién

Latinoamericana se exponen en la Tabla 1.
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Tabla 1

Usos medicinales de algunas especies de Clinopodium en América Latina.

Especie Nombre comun Usos

Clinopodium mexicanum  Toronjil de monte, Inducir el suefio, sedante, analgésico,
poleo verde problemas digestivos y gastrointestinales.
Clinopodium gilliesii Sunfo, tipo de llano Problemas géstricos, esterilidad femenina,
dolor cardiaco, antigripal.
Clinopodium brevicalyx Inca mufia, Sacha Mareos, gastritis, indigestion, gripe, tos,
mufa bronquitis.
Clinopodium bolivianum  Khoa Nauseas, diarrea, anemia, enfermedades

respiratorias, artritis, varices.

Clinopodium odorum Mufia-mufia, peperina, Anticatarral, antiespasmddico, diurético,
salviolora carminativo, soporifero.
Clinopodium brownei Poleo Agente expectorante, tos, asma, bronquitis,

problemas gastricos, esterilidad femenina.
Clinopodium sericeum Romero amarillo Dolores reumaticos y musculares, acné,

problemas de higado, resfriado.

2.2. Aceites Esenciales de Clinopodium

El género Clinopodium esta conformado mayormente por especies aromaticas, que pueden
definirse como plantas con aptitudes medicinales derivadas de sus principios activos que ademas
desprenden olor. Esta caracteristica les da el nombre de aceites esenciales (AE) y son sustancias
lipofilicas y volatiles que se obtienen de varias fracciones de la planta, entre ellas hojas, tallo,

flores, frutos, raices y resinas (Stefanini et al., 2006; Tapia Manrique & Valdivieso Marquez,

2019).
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El empleo de AE en el dambito alimenticio es una tecnologia antigua muy utilizada,
principalmente para agregar un olor o sabor especifico a un alimento o bebida. Ademas, estos
compuestos cada vez atraen mayor atencidn en otros segmentos de la industria por sus multiples
funciones (Tepe et al., 2007; Rossi et al., 2007).

2.2.1. Composicion Quimica

Los aceites esenciales son combinaciones heterogéneas que contienen una amplia gama de
constituyentes, esta heterogeneidad hace que a menudo sea dificil explicar su bioactividad. El
aprovechamiento de las especies del género Clinopodium frecuentemente se ve obstaculizado por
la ausencia de una adecuada caracterizacién. Por lo tanto, vale la pena indagar a detalle el perfil
quimico y propiedades activas de estas sustancias para desarrollar nuevas aplicaciones en campos
relacionados con la medicina, actividades agricolas y el medio ambiente (Benites et al., 2021;
Barbieri et al., 2016; Arantes et al., 2017).

2.2.2. Relacion de las variables ambientales con la Composicion y Rendimiento de los AE

En primer lugar, para la obtencién del perfil quimico de los aceites esenciales es necesario
realizar la recoleccion de material vegetal. Para esto, se debe tomar en cuenta que el contenido de
un aceite se relaciona con agentes externos, como el lugar de origen de las plantas, las condiciones
ambientales (condiciones climaticas, geograficas y de suelo), la etapa fenoldgica, la parte de la
planta utilizada, la preservacion de la materia prima y el almacenamiento del aceite, tal como se

muestra en la Figura 1 ( Khodja et al., 2018; Stefanini et al., 2006).
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Figura 1

Factores externos que influyen en los aceites esenciales.
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Nota. Adaptado de An Update on Effectiveness and Practicability of Plant Essential Oils in the
Food Industry, Salanta & Cropotova, 2022.
2.2.3. Grupos de Componentes Totales que Constituyen un Aceite Esencial

Los metabolitos de las plantas permanentemente han sido considerados para varias ramas
industriales, entre ellas farmacologia, cosmetologia y dietética. Los aceites esenciales son un tipo
de metabolitos secundarios que forman parte de organismos vegetales y presentan un perfil
quimico variable. Los terpenos constituyen las moléculas mas abundantes en estas sustancias.
Estos compuestos son moléculas quimicas sintetizadas por medio de isopreno, 2-metil-1,3
butadieno (Lange & Ahkami, 2013; Noriega, 2021; Matsunaga et al., 2011).

Respecto a Clinopodium, sus especies vegetales presentan altas concentraciones de
compuestos monoterpénicos tales como pulegona, piperitenona, piperitona, isopulegona,
carvacrol, timol, sabineno y y-terpineno. Por otro lado, muestran una fraccion menor de estructuras
sesquiterpénicas, entre ellas germacreno-D, B- cariofileno, espatulenol y neomentol (Tepe et al.,
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2007; Ruiz et al., 2010). En la Figura 2 se exhiben compuestos mono y sesquiterpenos que
generalmente estan presentes en los aceites esenciales.
Figura 2

Principales moléculas de un aceite esencial.
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Nota. Adaptado de Terpenes in Essential Oils: Bioactivity and Applications, Noriega.,2020.
a. Monoterpenos

Son moléculas de cadena abierta y forma ciclica, constituidos por 10 atomos de carbono,
que resultan de la adherencia de dos moléculas de isopreno que abundan en los AE (Tepe et al.,
2007).

b. Sesquiterpenos

Es un amplio grupo de terpenoides que incluyen mas de 200 estructuras ciclicas distintas
formadas por 15 4&tomos de carbono, las cuales son producto de la cohesion de tres moléculas de
isopreno (Barbieri et al., 2016).

2.3. Bioactividad del Género Clinopodium

La bioactividad se define como la influencia generada tras exponerse a determinado

material. Se puede evaluar a partir de metodologias in vivo (estudios en personas o animales), ex

vivo (células, tejidos u 6rganos bajo condiciones de laboratorio), e in vitro (membranas artificiales,
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cultivos celulares, membranas celulares aisladas y reconstituidas). Todo cuerpo vivo a partir de
procesos quimicos es capaz de generar diversos compuestos para su supervivencia y subsistencia
( Karas et al., 2017; Carbonell-Capella et al., 2014; Wache et al., 2013).

Se dice que un compuesto o sustancia tiene actividad bioldgica, si provoca un efecto directo
sobre un organismo vivo. Las consecuencias varian en funcion de la sustancia, la dosis o la
biodisponibilidad; afectando significativamente al organismo siendo curativo o por el contrario
toxico. Del mismo modo las plantas pueden usar precursores inorganicos simples para sintetizar
una gran diversidad de compuestos derivados de su sistema bioldgico, esta capacidad les ayuda a
colonizar entornos desafiantes y diversos (Carbonell-Capella et al., 2014; Erb & Kliebenstein,
2020; Wache et al., 2013).

2.3.1. Actividad Antioxidante de los AE de las Especies de Clinopodium

El concepto de antioxidante describe la capacidad de las moléculas redox para eliminar
radicales libres nocivos también denominados especies reactivas de oxigeno (ROS). Las cuales se
generan a partir del metabolismo normal del oxigeno o de agentes exdgenos. Bajo estrés nuestros
cuerpos producen ROS en mayor proporcién, lo que conduce a un desbalance entre la generacion
y el potencial intracelular para eliminarlas, esta desigualdad se conoce como estrés oxidativo
(Sucur et al., 2018; Tepe et al., 2007; Vladimir-Knezevic et al., 2014).

La escasa produccion de antioxidantes enzimaticos y el estrés oxidativo, dan paso al
desarrollo de enfermedades degenerativas. Por tanto, es crucial la busqueda de antioxidantes de
origen natural mas eficaces. De ser asi, se podria contemplar algunas plantas de Clinopodium ya
que disponen de diferentes compuestos captadores de radicales libres ( Arantes et al., 2017; Oztiirk

etal., 2011; Amira et al., 2012).
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2.3.1.1 Cuantificacion de la actividad antioxidante.

El interés en los antioxidantes naturales ha aumentado debido a su capacidad para retrasar,
inhibir o prevenir la formacion de radicales libres y disminuir el estrés oxidativo. No obstante, con
un solo ensayo no es posible evaluar todos los tipos de antioxidantes presentes en un extracto. Y
con frecuencia se han utilizado diferentes métodos para identificar las capacidades antioxidantes
de las plantas (Vladimir-Knezevic et al., 2014; Sucur et al., 2018).

a. Ensayo de Captacion de Radicales: 2,2-difenilacido 1-picrilhidrazilo (DPPH)

En esta prueba, los antioxidantes reaccionan con el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(color violeta intenso) y lo convierten en 2,2-difenil-1 picrilhidrazina con decoloracion. El grado
de decoloracion indica la capacidad para eliminar radicales libres de una muestra. Esta técnica
ademas tiene la ventaja de que no requiere ninguna preparacion previa, por lo que se considera una
metodologia facil y rapida para identificar las propiedades antioxidantes de las especies de interés
(Khled khoudja et al., 2014; Khodja et al., 2018; Sucur et al., 2018).

b. Ensayo de Decoloracién de Cationes Radicales: 2,2-azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS)

El ensayo ABTS a menudo es elegido para evaluar la capacidad de una sustancia para
remover radicales, tiene como principio la formacion de un radical ABTS que va disminuyendo
por su reaccién con los antioxidantes de la muestra. Sin embargo, a pesar de ser una técnica
sencilla, el radical ABTS solo se puede generar tras una respuesta especifica que puede ser de
caracter quimico o enzimatico lo que representa una desventaja (Sucur et al., 2018; llyasov et al.,

2020).

30



c. Ensayo del B-caroteno/acido linoleico

Esta técnica se basa en la decoloracion de una solucion de B-caroteno a partir de la adicion
de un lipido o radical peroxilo (ROO) a un doble enlace de carbono de B-caroteno. El radical ROO
se genera a partir de la autooxidacion del acido linoleico mediante el calentamiento de la atmosfera.
De esta forma, la similitud estructural permite medir las propiedades antioxidantes de un extracto
a partir del blanqueamiento de B-caroteno (Barbieri et al., 2016; Paco et al., 2018; Ueno et al.,
2014).

d. Ensayo del Poder de Reduccion Antioxidante del lon Férrico (FRAP)

El método FRAP es una técnica simple y automatizada que tiene como fundamento la
reduccién del hierro férrico a hierro ferroso mediante antioxidantes en un medio acido. Esta prueba
estd condicionada por la sustancia de estudio dado que mientras mas antioxidante sea, mayor sera
la reduccion y la concentracion de hierro ferroso, la cual genera una sefial de absorbancia superior
(Sucur et al., 2018; Khodja et al., 2018).

e. Ensayo de la capacidad antioxidante reductora del ion caprico (CUPRAC)

El ensayo CRUPAC, es una prueba que emplea cobre como agente oxidante. Su objetivo
es medir el potencial de los antioxidantes en la reduccién del ion clprico a su forma cuprosa, lo
que refleja su poder reductor. Este ensayo es facil de aplicar y de bajo coste, sin embargo, presenta
desventajas como la extraccion incompleta y el largo periodo de extraccién, esto podria afectar la

precision y fiabilidad de resultados ( Apak et al., 2010; Ozyiirek et al., 2011).

2.3.2. Actividad Antimicrobiana de los AE de las Especies de Clinopodium
Los antimicrobianos buscan destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos

principalmente patdgenos. No obstante, algunas infecciones bacterianas o fungicas no siempre se
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tratan con éxito debido a la ineficacia o toxicidad de los farmacos disponibles. Adicionalmente, la
terapia con varios tipos de antibioticos con frecuencia se acompafa por los efectos secundarios y
la resistencia microbiana (Sarac & Ugur, 2009; Gilardoni et al., 2011; Feresin et al., 2001).

Ciertas plantas de Clinopodium cuentan con componentes activos que influyen en la
multiplicacion y desarrollo de microorganismos interfiriendo en sus procesos fisiologicos y
bioquimicos. Por lo cual, las enfermedades causadas por microorganismos multirresistentes
pueden tratarse con antimicrobianos obtenidos de estas fuentes vegetales (Perrino et al., 2021;
Ozturk et al., 2021).

2.3.2.1 Cuantificacion de la Actividad Antimicrobiana

Existen varios méetodos de laboratorio que permiten evaluar la susceptibilidad microbiana,
estas técnicas se aplican en multiples disciplinas de investigacion y constituyen el paso inicial en
la basqueda de nuevos farmacos. La prueba escogida, el microorganismo utilizado y el grado de
solubilidad del extracto evaluado, son aspectos que influyen en los resultados por lo que es
importante seleccionar adecuadamente estos factores. Entre las técnicas mas utilizadas estan las
técnicas de difusion y de dilucion (Miladinovi¢ et al., 2012; Vieira et al., 2017; Benites et al.,
2021).
a. Meétodo de Difusion

El antibiograma de difusion en disco tiene como principio inocular una placa Petri con el
microorganismo de interés y posteriormente depositar en la superficie del medio de cultivo los
discos previamente humedecidos del extracto evaluado. De forma que, el filtro absorbe el agua y
el extracto se difunde en el agar. La eficacia de un aceite esencial frente a cierto organismo se

establece midiendo los didmetros de la zona de inhibicién (Gormez et al., 2015; Rossi et al., 2007).
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De modo que, un microorganismo es sensible a una sustancia si presenta un halo de
inhibicion mayor a 30 milimetros, presenta actividad antimicrobiana significativa o intermedia si
el diametro es mayor o igual a 15 mm y es resistente si el halo de inhibicion tiene un tamafio menor

a 15 mm (Rossi et al., 2007).

b. Meétodo de Dilucion

Este método busca determinar el MIC o concentracion minima inhibitoria, que es el
porcentaje mas bajo de una sustancia (en pg/ml) que restringe el incremento de organismos
microscopicos. En esta prueba, las placas Petri se siembran con una concentracion especifica del
extracto vegetal, a continuacion, se inoculan con el microorganismo de interés y se incuban por un
periodo de tiempo, posteriormente, se examina si existe 0 no crecimiento microbiano en cada una
de las placas (Gormez et al., 2015; Miladinovi¢ et al., 2012).

Para determinar la resistencia o sensibilidad microbiana en el ensayo de dilucion se
consideran los valores obtenidos de MIC. En tal sentido, es un microorganismo sensible si presenta
un MIC de 10 — 100 pg/ml, la actividad es moderada con valores de 100 — 500 pg/ml y se considera
resistente si el MIC esta entre 500 - 700 pg/ml (Gormez et al., 2015; Morocho et al., 2018).

2.4. Herramientas Informaticas para el Analisis de Datos

Al tener una gran cantidad de datos, se vuelve muy dificil realizar un andlisis efectivo de
la informacion. Debido a diversos aspectos como volumen, variabilidad, valor y complejidad lo
que representa algunos desafios. Sin embargo, en la actualidad existen tecnologias disponibles que
permiten extraer valores de cierta cantidad de informacion mediante un proceso de recoleccién y

analisis (Katal et al., 2013; Herrmann, 2013; Connolly et al., 2010).
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2.4.1. Datos Cuantitativos

2.4.1.1 Analisis de Componentes Principales (ACP).

ACP es probablemente el método estadistico multivariado mas utilizado en casi todas las
areas de la ciencia. Esta herramienta analiza una matriz de informacién que representa las
valoraciones detalladas por variables dependientes que en general se relacionan entre si. Tiene
como fundamento la recoleccion y agrupacion de datos relevantes de la matriz en nuevos criterios
de manera ortogonal, estas agrupaciones se denominan componentes principales. Ademas, ACP
permite reducir datos multidimensionales a dimensiones mas bajas mientras se retiene la mayor
parte de la informacion (Abdi & Williams, 2010; Bro & Smilde, 2014; Tharwat, 2016;
Karamizadeh et al., 2013) tal como se muestra a continuacién (Figura 3).

Figura 3
Ejemplo del Analisis de Componentes Principales (ACP).
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Nota. Procedente de Application of the principal-component analysis in the evaluation of three

grass varieties, Restrepo et al., 2012.
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2.4.1.2 Analisis de conglomerados.

El agrupamiento es una herramienta destacada en varias aplicaciones de mineria de datos,
valoracion de informes estadisticos, comprension de datos y cuantificacion de vectores. Tiene
como fin reunir datos en conglomerados (o clusteres) de modo que las similitudes entre los datos
dentro del mismo cluster sean maximas, mientras que las similitudes entre los miembros de datos
de diferentes clusteres sean minimas (Figura 4). Es decir, cada conglomerado comparte un alto
grado de similitud mientras se mantienen diferencias con los datos de otros grupos (Karaboga &
Ozturk, 2011; Trupti M., 2013; Xu & Tian, 2015).

Figura 4

Ejemplo del Andlisis de Conglomerados.
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Nota. Procedente de A Comprehensive Survey of Clustering Algorithms, Xu & Tian, 2015.
2.4.2. Datos cualitativos

2.4.2.1 Analisis de Redes Sociales Artificiales (ARSA).

ARSA es una herramienta estadistica que tradicionalmente se ha centrado en la
representacion de grafos como redes estaticas. Esto con la finalidad de estudiar la interaccién de

una variedad de informacién agrupada mediante nodos y aristas, tomando en cuenta la importancia

35



y relacion entre los datos (Figura 5). Esta técnica se lleva a cabo a partir de algoritmos e incluye
la evaluacion de esquemas agrupados, la posicion social y el analisis de roles (Greene et al., 2010;
Tang & Liu, 2010; Aplin et al., 2012).

Figura 5

Ejemplo del Andlisis de Redes Sociales Artificiales (ARSA).
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Nota. Procedente de Network Representation Learning: A Survey. IEEE Transactions on Big Data,
Zhang et al., 2020.

2.4.2.2 Mineria de grafos.

La mineria de grafos sirve para procesar, analizar y extraer informacion significativa de
grandes cantidades de datos graficos para comprenderlos a mayor profundidad. Para esto, son
necesarios modelos de programacion sencillos que utilizan algoritmos con la finalidad de descubrir
patrones interesantes, inesperados y Utiles basados en la estructura y en las etiquetas. La mayoria
de estas técnicas son bastante simples, faciles de usar y capaces de hacer frente a conjuntos de
datos potencialmente ilimitados (Aridhi & Mephu Nguifo, 2016; Teixeira et al., 2015; Henderson

etal., 2011).
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2.4.2.3 Componentes del grafo.

Los grafos son herramientas matematicas que permiten analizar la relacion entre un
conjunto de elementos comunicados de varias formas. Se componen por nodos que se conectan a
partir de aristas que pueden ser 0 no dirigidas. Los nodos representan los objetos que se conectan
entre si y las aristas representan el tipo de interaccion que los une (Przulj et al., 2006; Ferro et al.,
2007; Combariza, 2012) Figura 6.

Figura 6

Principales componentes de un grafo.
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Aristas o lineas
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Nota. Adaptado de Proceedings of the 25th Symposium on Operating Systems Principles,
Teixeira., 2015.

2.4.2.4 Tipos de grafos.
a. Grafos dirigidos

También denominado digrafo, representa un conjunto de nodos que se relacionan de forma
unidireccional a partir de aristas (flechas). Es decir, las aristas tienen como destino un nodo (Figura

7a).
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b. Grafos no dirigidos

Son grafos que abarcan una serie de nodos y aristas que se conectan entre si de manera no
direccional. Por lo que, la arista puede desplazarse desde sus dos puntos y en cualquier direccion
(Figura 7b).
Figura7

Diferencias entre un grafo dirigido y no dirigido.

a. Grafo dirigido b. Grafo no dirigido

Nota. Adaptado de Proceedings of the 25th Symposium on Operating Systems Principles,
Teixeira., 2015.

2.4.2.5 Diagrama de Dispersion.

También se conoce como esquema correlativo o nube de puntos y se trata de una
interpretacion visual del vinculo entre un conjunto de datos obtenidos de dos 0 mas variables que
se presentan en dos ejes X y Y (Figura 8). La relacion puede ser positiva cuando los valores de X
y Y se relacionan de forma creciente y es negativa cuando estos datos se asocian de forma
decreciente. Ademas, se considera que es un método eficiente para determinar la sensibilidad y
exploracion general de datos multidimensionales (Batanero C., Gonzalez-Ruiz 1., Lopez-Martin

M., 2015; Li et al., 2010; Chan Y., Correa C., 2010).
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Figura 8

Ejemplo de un diagrama de dispersion.

&
A
oL
o
08
@ 9%
A
§£
06 & A8
0%, B
o '
0.4 N
A
A
oo 8%

B

P a

o A
0

0 02 0.4 06 08 12

A Clase=1 O Cl;se =2
Nota. Procedente de Data visualization guided by machine learning, Leban et al., 2006.
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CAPITULO HI
METODOLOGIA

3.1 Investigacion Documental

La actual investigacion se llevd a cabo en la ciudad de Ibarra, corresponde a un trabajo de
revision en el cual se recogio, registrd y analizé evidencia cientifica publicada entre los afios 1990
y 2022, en torno de la composicion, bioactividad y usos medicinales de los AE de diferentes
especies de Clinopodium.
3.2 Seleccidn de Referencias Bibliograficas

La seleccion de informacién bibliografica se realizd en funcion de los objetivos
establecidos en la presente investigacion con el fin de exponer los datos de manera clara, por lo
cual se separé por apartados, 3.3 orientado a la revision sistematica sobre composicion y
bioactividad de las especies de Clinopodium a nivel mundial (objetivos 1y 2) y 3.4 enfocado a la
revision bibliogréafica sobre los usos medicinales de las plantas de Clinopodium en Latinoamérica
(objetivo 3).
3.3 Recoleccidn de fuentes bibliogréaficas de la Revision Sistematica
3.3.1 Fuentes de Informacion de la Revision Sistematica

Se recolectaron publicaciones que relacionen el perfil quimico y bioactividad (antioxidante
y antimicrobiana) de extractos obtenidos de plantas del género Clinopodium. Para esto se
escogieron las bases de datos ProQuest, World Wide Science, Springer Link, Europe PMC, Wiley
Online Library, Science Direct, Taylor & Francis Online, PubMed, Redalyc y DOAJ.
3.3.2 Estrategia de Busqueda de la Revision Sistematica

Para la recopilacién bibliografica se aplicaron términos de blsqueda relacionados a la

tematica de estudio establecida en los objetivos 1 y 2. De esta forma se generaron codigos en
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espafol e inglés en los cuales se combina el término Clinopodium con las expresiones composicion
quimica, bioactividad, propiedades bioactivas, antioxidante, antimicrobiana mediante la expresion
boleana Y o AND para las ecuaciones en inglés.

Tabla 2

Cadigos de busqueda para la recopilacion bibliografica para la revision sistematica.

En espafiol En inglés

Clinopodium Y composicion quimica =  Clinopodium  AND  chemical
composition

= Clinopodium Y bioactividad = Clinopodium AND bioactivity

= Clinopodium Y propiedades bioactivas Clinopodium  AND  bioactive

properties
» Clinopodium Y antioxidante = Clinopodium AND antioxidant
= Clinopodium Y antimicrobiana =  Clinopodium AND antimicrobial

3.3.3 Criterios de Seleccion de la Revision Sistemética

La bdsqueda bibliografica contemplo estudios experimentales de texto completo, relativos
a la composicién quimica y bioactividad (antioxidante y antimicrobiana) de los AE de diferentes
especies de Clinopodium, se excluyeron investigaciones de pregrado, libros, articulos de revisién
o revisiones bibliograficas y estudios de cualquier categoria con cuartiles 3 o 4.

En ese mismo contexto, se delimitd el periodo en que se publicaron los estudios
recopilados, considerando los afios 1990 a 2022, en lengua inglesa y espafiola. Los parametros de
seleccién empleados para la elegibilidad de articulos relevantes se muestran a continuacion (Tabla

3).
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Tabla 3

Criterios de seleccion de las fuentes bibliogréaficas para la revision sistematica.

Criterio

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Tipo de publicacion:

Articulos

originales publicados en revistas

cientificas indexadas.

experimentales

Investigaciones descriptivas o
de revision bibliografica y
estudios experimentales

obtenidos de otra fuente que no

son revistas cientificas.

Cuartil de las

publicaciones:

Estudios que sean de cuartiles 1 o

2.

Estudios que tengan cuartil 3 o

4.

Periodo: Informacion comprendida en los Publicaciones fuera del limite
afios 1990 — 2022. de tiempo 1990 — 2022.
Idioma: Inglés y espafiol. Informacion que no esté en

inglés o espafiol.

Localidad o espacio:

Investigaciones publicadas a nivel

mundial.

Ninguna.

Tematica del studio:

Las investigaciones deben tener
relacién con la composicion de los

aceites esenciales de Clinopodium

0 sus propiedades

(antioxidante o antimicrobiana).

bioldgicas

Estudios sobre usos medicinales
de Clinopodium, 'y sus
aplicaciones en industrias de
alimentos, perfumeria y

fragancias, control de plagas,

entre otras.

Variables:

Composicién:

condiciones climaticas, método de

extraccion, método de andlisis, de

localidad,

Investigaciones que evallen

otras variables.
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altitud de recoleccion de la muestra
(m), temperatura de recoleccién
(°C), rendimiento del aceite
esencial  (%v/p), grupos de
componentes totales
(monoterpenos oxigenados,
hidrocarburos monoterpénicos,
sesquiterpenos  oxigenados e
hidrocarburos  sesquiterpénicos)-
(%) (Anexo 12). Bioactividad
antioxidante 'y antimicrobiana:
compuestos principales de los
aceites esenciales, métodos de
cuantificacion para la actividad
antioxidante, métodos de
cuantificacion para la actividad
antimicrobiana (Anexo 13) vy
microorganismos evaluados en la
actividad antimicrobiana (bacterias
gram positivas, gram negativas y

hongos) (Anexo 14).

3.3.4 Seleccion de fuentes bibliogréaficas de la Revision Sistematica
La recoleccion de informacion bibliografica se llevo a cabo por medio de la metodologia

PRISMA (Guias Oficiales para Redactar una Revision Sistematica y Metaanalisis) propuesta por
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Moher et al., (2009) (Anexo 16). Para la recoleccién y seleccion de articulos se aplicaron los
cédigos de busqueda, asi como también los criterios de inclusion y exclusion propuestos

previamente en las tablas 2 y 3.

3.4 Recoleccion de fuentes bibliogréaficas de la Revision Bibliografica
3.4.1 Fuentes de Informacion de la Revision Bibliografica

Se recolectaron referencias bibliograficas sobre el tratamiento de malestares mediante los
usos de las especies medicinales de Clinopodium Unicamente en América Latina. Las bases de
datos fueron ProQuest, World Wide Science, Springer Link, Science Direct, Wiley Online Library,
Europe PMC y Taylor & Francis Online. Ademas, una gran cantidad de informacion se obtuvo de
repositorios de universidades de Latinoamérica.
3.4.2 Estrategia de Busqueda de la Revision Bibliografica

El material bibliografico se recogid a partir de cddigos en inglés y espariol referentes a las
variables tomadas en cuenta en este apartado sobre los usos medicinales de Clinopodium en
Latinoamérica, considerando el término Clinopodium en conjunto con aplicaciones medicinales,
enfermedades, trastornos digestivos, estrés oxidativo usando la expresion booleana Y o AND para
las ecuaciones en inglés, informacidn que se presenta a continuacién en la Tabla 4.

Tabla 4

Cadigos de busqueda para la recopilacion bibliografica para la revision bibliografica.

En espafiol En inglés
= Clinopodium Y  aplicaciones = Clinopodium AND medical
medicinales applications
= Clinopodium Y enfermedades = Clinopodium AND diseases
= Clinopodium Y trastornos = Clinopodium AND digestive
digestivos disorders
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= Clinopodium Y estrés oxidativo "

Clinopodium AND oxidative

stress

3.4.3 Criterios de Seleccion de la Revision Bibliografica

La seleccion bibliografica del tercer objetivo abarco estudios originales de texto completo

referentes a los usos medicinales del género Clinopodium para el tratamiento de enfermedades y

dolencias en América Latina, se incluyeron investigaciones experimentales y de revision, trabajos

de pregrado y posgrado. Investigaciones publicadas entre 1990-2022, en idiomas inglés, espafiol

y portugués. En la Tabla 5 se exponen los parametros de seleccion aplicados en la revision

bibliogréfica.

Tabla b

Criterios de seleccion de las fuentes bibliograficas para la revision bibliogréfica.

Criterios

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Tipo de publicacién:

Investigaciones, trabajos de
pregrado o posgrado u otro tipo
de publicaciones de caracter
experimental o de revision
publicados en revistas indexadas

0 repositorios universitarios.

Ninguna.

Periodo: Informacion comprendidaen los Estudios publicados antes del
afios 1990 — 2022. afio 1990.
Idiomas: Inglés, espafiol y portugués. Investigaciones que estén en

idiomas diferentes a los que se

usan en Latinoamérica.
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Localidad o espacio:

Estudios publicados a nivel de

Latinoamérica.

Informacion publicada a nivel
mundial o fuera de América

Latina.

Tematica del studio:

Investigaciones referentes al uso
de Clinopodium como medicina
tradicional latinoamericana para
el tratamiento de malestares y

dolencias:

Publicaciones sobre
aplicaciones de Clinopodium
gue no se relacionen con los

usos medicinales.

Variables:

Usos medicinales: parte de la

planta utilizada, forma de

preparacion, pais de uso,

Investigaciones que estudien

otras variables.

categorias y subcategorias de

uso (Anexos 8, 9y 10).

3.4.4 Selecciodn de fuentes bibliogréaficas de la Revision Bibliogréafica

La recopilacién de publicaciones cientificas destinadas al desarrollo de la revision
bibliografica sobre usos medicinales de Clinopodium en Latinoamérica planteada en el tercer
objetivo se realizé mediante un proceso de varias fases (busqueda y recopilacién, clasificacion,
lectura y analisis, registro). Metodologia propuesta por Ferrari, (2015) (Anexo 17). Se
consideraron los codigos de buasqueda y criterios de inclusion y exclusion mencionados
anteriormente 4 y 5.
3.5 Analisis y Organizacion de la Informacion

Se realizaron varios apartados de Excel mediante tablas para mantener un seguimiento

sistematico y organizado de la informacion en funcion de la investigacion. La primera seccion de
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Excel sirvid para la recoleccion de articulos. Para esto se consideraron varios aspectos (DOI o
URL, titulo del articulo, autores, fecha de publicacidn, base de datos o revista utilizada, codigo de
busqueda aplicado y referencia).

En el siguiente apartado de Excel se clasifico la informacion obtenida de las publicaciones
recopiladas. A continuacion, se aplicaron los criterios de seleccion mencionados previamente en
las tablas 3 y 5 respectivamente. Finalmente, la evaluacion de los datos se llevé a cabo a partir de
la normalizacion de los mismos tal como se muestra en la base de datos

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1SErPpnngBIAg2Z71kSwpT T8SQSuxRGoo/edit?usp=sh

aring&ouid=113903411611662591524 &rtpof=true&sd=true.

3.6 Andlisis Estadistico
3.6.1 Datos Cuantitativos

3.6.1.1 Andlisis de Componentes Principales (ACP).

Se desarroll6 una matriz en Excel considerando los 39 estudios que incluyeron datos sobre
el rendimiento de los aceites esenciales de Clinopodium, también se tomaron en cuenta las
variables: altitud de recoleccion de la muestra (m) y temperatura de la zona de recoleccion (°C)
(Anexo 2). A partir de esta tabla se prepard el grafico mediante el programa estadistico INFOSTAT
(version 2017.1.2).

La correlacion de variables generada de forma automatica en este software hizo posible
identificar la disposicion de los datos en cuanto a similitudes observadas y de esta forma establecer
la formacion de componentes principales (Abdi & Williams, 2010). Para establecer el analisis
estadistico se obtuvieron los valores de Chi cuadrado que facilitaron la determinacion de

significancia.

47


https://docs.google.com/spreadsheets/d/1SErPpnngBlAq2Z7IkSwpTT8SQSuxRGoo/edit?usp=sharing&ouid=113903411611662591524&rtpof=true&sd=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1SErPpnngBlAq2Z7IkSwpTT8SQSuxRGoo/edit?usp=sharing&ouid=113903411611662591524&rtpof=true&sd=true

3.6.1.2 Andlisis de conglomerados

En esta seccidn se cre6 una hoja de calculo con 49 articulos referentes al perfil quimico de
los AE de las especies de Clinopodium gque mencionan los porcentajes correspondientes a los
compuestos quimicos clasificados en cuatro grupos totales de componentes (monoterpenos
oxigenados, hidrocarburos monoterpénicos, sesquiterpenos oxigenados, hidrocarburos
sesquiterpénicos) (Anexo 4).

Una vez generada la matriz con los datos cuantitativos, se realizd una evaluacion de
conglomerados jerarquicos mediante el software INFOSTAT (version 2017.1.2). De esta manera,
se agrupd la informacion formando clisteres generados por semejanzas en los datos. Para evaluar
e interpretar el agrupamiento de datos se utilizo el resultado Silhouette obtenido del mismo
programa (Xu & Tian, 2015).

3.6.2 Datos Cualitativos

3.6.2.1 Andlisis de Redes Sociales Artificiales (ARSA).

Se utilizo el programa Gephi (versién 0.9.7) para el desarrollo de gréficas de Redes
Sociales Artificiales, mismas que se utilizaron para presentar los resultados obtenidos de las
referencias bibliogréficas incluidas en el apartado de bioactividad. Se realizaron 2 grafos para
ilustrar los compuestos principales de los AE de las plantas de Clinopodium referentes a la
actividad antioxidante y actividad para inhibir microorganismos mismos que se realizaron con 14
y 29 estudios respectivamente.

De igual forma, en la seccién de usos medicinales de Clinopodium en América Latina, se
desarroll6 una figura ARSA a partir de 100 investigaciones relacionadas a esta tematica, en las que

se contemplaron las especies de Clinopodium utilizadas con fines terapéuticos y las categorias de
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uso (Anexo 9), con el objetivo de reconocer las plantas mayormente empleadas en esta region y
las aplicaciones que mas se aprovechan.

Para la apreciacion de los grafos se tomaron en cuenta los pesos de entrada y de salida
(ndmero de veces que una arista sale o entra en un nodo). Ademas, para determinar el factor
estadistico se aplicé la prueba Chi cuadrado.

3.6.2.2 Diagrama de dispersion.

Este esquema se desarroll6 a partir de matrices de Excel en las que se registré informacion
obtenida de 100 publicaciones referentes a los paises de Latinoamérica que usan las especies de
Clinopodium con fines terapéuticos, también se consideraron las variables respecto a fracciones
vegetales que mas se aprovechan y las formas en que se preparan o consumen (Anexo 8). El grafico
se realizd mediante la herramienta ORANGE (version 3.34.0) con el fin de identificar coémo se
comportan y que relacion presentan las variables estudiadas entre si. En cuanto a la significancia

estadistica se utilizo el estadistico Cochran — Mantel — Haenszel.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Revision Documental de la Revision Sistematica

Se evaluaron un total de 3241 investigaciones de tipo experimental obtenidas de diez bases
de datos: ProQuest (762), World Wide Science (641), Springer Link (500), Europe PMC (335),
Wiley Online Library (331), Science Direct (312), Taylor & Francis Online (205), PubMed (107),
Redalyc (68) y DOAJ (62). Aplicando la guia PRISMA detallada en la metodologia (apartado
3.3.4, Anexo 16), se seleccionaron 60 investigaciones que se ajustaron a los parametros de

seleccion (Figura 9).
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Figura 9
Diagrama de flujo para la identificacion y seleccion de fuentes bibliogréaficas para la revision

sistematica sobre la composicion y bioactividad del género Clinopodium.
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4.1.1 Composicion Quimica de las Especies del Genero Clinopodium

La composicidn de las esencias vegetales varia mucho y depende de diversos factores como
los métodos de andlisis y extraccion, procedencia de la planta, condiciones ambientales y
geobotanicas en las que se desarrolld la planta, entre otros. En ese mismo contexto, los efectos
bioldgicos de los AE dependen de la suma de sus elementos razon por la que es necesario analizar
la composicion quimica de la especie vegetal de interés (Jaramillo et al., 2010; Barbieri et al.,
2016). Variables definidas previamente en la metodologia (apartado 3.3.3).

La informacion obtenida en los estudios seleccionados se utiliz6 para elaborar la Tabla 6,
la cual presenta los datos sobre la localidad y condiciones ambientales en las que se recolectaron
las muestras de estudio, de igual forma se resume el tratamiento de los aceites esenciales y sus

constituyentes quimicos principales.
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Tabla 6

Composicién quimica de los AE de las especies de Clinopodium.

.. , Método
l\_lom,b_re Localidad F_’e_1rte Co_nd|,C|_ones Metodo_gle de Compuestos principales (%) Referencias
cientifico utilizada climaticas extraccion .
analisis
C. ascendens Europa Partes Calido-seco  Hidrodestilacion I(:Blcl; Cis-isopulegona, pulegona, (Rodrigues, 2007)
' P aéreas '« Neoiso-isopulegol gues,
GC-MS
GC- .. N . .,
C. albanicum Europa Pares  jido-seco  Hidrodestilacion ~ FID,  OX1do de piperitenona, (Marinkovi¢ et al,
aéreas GC-MS pulegona, piperitenona 2002)
Partes GC-  Isomentona, pulegona, 1,8- (Dambolena et al.,
C. bolivianum América a6reas Célido-seco  Hidrodestilacion FID, cineol, y-Terpineno, trans- 2009; Viturro et al.,
GC-MS cariofileno, B-selineno 2000)
GC-  Oxido de trans-piperitona, e 1,
C. brevifolium Asia Pgrtes Frio-seco Hidrodestilacion ~ FID,  oOxido de piperitenona, (Popovic-Djordjevié et
aéreas oo al., 2019)
GC-MS piperitenona
GC- .. . . .
C. dalmaticum Europa Pgrtes Calido-seco  Hidrodestilacién FID, Oxido de PIp erljtenona, (Marinkovic et al.,
aéreas GC-MS pulegona, piperitenona 2002)
Ge- Oxido de piperitenona,
C. darwinii América NE Célido-seco  Hidrodestilacion EID-MS germacreno-D, trans- (Retta et al., 2017)
cariofileno
Pulegona, 6xido de (Barbieri et al., 2016;
Calido-seco, piperitenona, 6xido de Carvajal et al., 2017;
Partes calido- GC- iperitona, isopulegona Dambolena et al
C. gilliesii América . , . Hidrodestilacion FID, PIp » ISopulégona, o o
aéreas  humedo, frio- mentofurano, piperitenona, 2009; Viturro et al.,
GC-MS .~ er . :
seco piperitona, epoxido de cis- 2000; Luna et al.,
piperitona, -bourboneno 2008)
L i (Mihajilov-Krstev et
Europa, Partes Callgl(_) S€co, . . GC Carvacrol, y-terpineno, p- al., 2009; Gormez et
C. hortense . . calido- Hidrodestilacion FID, . . . ' .
Asia aéreas hamedo GC-MS cimeno, timol, o-cimeno al., 2015; Mohammadi

et al., 2014)
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GC-

C. grandiflorium  Europa Pgrtes Célido-seco  Hidrodestilacion  FID, T_|mol, ciclopropano, (A. Zeynalova, 2018)
aéreas ciclohexano
GC-MS
(Mihajilov-Krstev et
Partes  Calido-seco.  Hidrodestilacion GC-  Carvacrol, timol, p-cimeno, al., 2014; Stefanini et
C. montanum Europa abreas frio-seco ' arrastre de va or’ FID, linalool, y-terpineno, hidrato de al., 2006; Panizzi et al.,
P GC-MS cis-sabineno 1993; Perrino et al.,
2021)
Partes GC-  Oxido de cis-piperitona,
C. menthifolium Europa . Célido-seco  Hidrodestilacion ~ FID,  mentona, hidrato de cis- (Kitic et al., 2002)
aéreas .
GC-MS sabineno
(Kerbouche et al.,
2013; Bensouici etal.,
2013; Cavar et al.,
2013; Khodja et al.,
2018; Hodaj-Celiku et
. al., 2017; Arantes et
g, 207 Mancini
! ' . al., 2013; Rossi et al.,
neomentol, espatulenol, 6xido )
de piperitenona, 6xido de 2007; Gprmez etal,
< iperitona carv’ona iperitona 2015; Kitic et al., 2002;
Africa, Calido-seco, GC- piperiteno,na iso uiep cF))I ' Kitic et al., 2005;
Europa,  Partes calido- Hidrodestilacion, PIp 1 1SOpLegal, Vieiraetal., 2017;
C. nepeta - . , . FID, isopulegona, 1,8-cineol, éxido R
Asia, aéreas  hamedo, frio- arrastre de vapor GC-MS de cis-pineritona. oxido de cis- Miladinovi¢ et al.,
América seco Pip ’ 2012; Sarer & Pangali,

piperitenona, cis-isopulegona,
trans-mentona, 1,10-di-epi-
cubenol, epdxido de alo-
aromadedreno, 4-terpineol,
trans-mentona, d-limoneno

1998; Couladis &
Tzakou, 2001;
Velasco-Negueruela et
al., 1996; Akgul et al.,
1991; Cozzolino et al.,
2000; Nickavar &
Mojab, 2005; Oztiirk et
al., 2011; Panizzi et al.,
1993; Debbabi, El
Mokni, Chaieb, et al.,
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2020; Bozovic¢ et al.,
2017)

Pulegona, carvacrol, timol,

- . — GC- . . (Paco et al., 2018;
Congen Amirca TS Chldoseto, el pip, | nenlone Inaool et Tayior e
PO Ge-ms \ ! 2011; Ruiz et al., 2010)
carvacril
: - Partes . . I GC- Germacreno-D B-cariofileno :
C. sericeum América . Calido-seco  Hidrodestilacién FID, . ' " (Benitesetal., 2021)
aéreas sabineno
GC-MS
C. suaveolens Europa NE Célido-seco  Hidrodestilacion GC-MS ;Ii'rr;rllg;)rfulegona, isopulegona, (Perrino et al., 2021)
ot L. Partes . . o, GC- Eter metilico de carvacrol
C. taxifolium América . Calido-seco  Hidrodestilacion  FID, ' .. (Morocho etal., 2018)
aéreas GC-MS carvacrol, acetato de carvacrilo
';I;zlrmior:ér?g rm_icilrﬁgrcl)(—)Dé}( _ineno (Tepe etal,
: Partes . . I GC- satl>oineno ,épxido de |c;ipeFrJitona * 2007;Mohammai et
C. vulgare Asia a6reas Calido-seco  Hidrodestilacion FID, ﬁ—cariofil,eno vulgarona-B " al., 2014; Kokdil,
GC-MS » VUlg ! 1998; Morteza-

acetato de santolinilo, o-
muuroleno

Semnani et al., 2009)
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De acuerdo con la Tabla 6, todas las muestras vegetales estudiadas fueron obtenidas de
diferentes regiones del planeta. Fueron mayormente recolectadas en Américay Europay en menor
medida en localidades de Africa y Asia (20, 15, 9 y 5 estudios respectivamente). Esto puede
deberse a que la distribucion de las especies de Clinopodium es muy extendida en los continentes
americano y europeo (Celik et al., 2021; Vladimir-Knezevic et al., 2014).

Respecto a las condiciones ambientales, las especies de Clinopodium se desarrollan en 3
entornos diferentes calido-seco, calido-himedo y frio-seco. Considerando los datos obtenidos de
las referencias bibliograficas se tratd principalmente de zonas calidas y secas correspondientes a
34 articulos. Asi mismo, la evidencia bibliografica sugiere que las muestras utilizadas en su
mayoria corresponden con las partes aéreas constituidas por hojas, ramillas y flores para aquellas
que se encontraban en etapa de floracion. Partes vegetales de las que se extraen los aceites
esenciales (Benites et al., 2021).

La pureza y calidad de los AE depende principalmente de la técnica de extraccion
empleada, en vista de que un método inadecuado puede mitigar y modificar el efecto de los
fitoquimicos que forman parte de estas sustancias aromaticas (Jaramillo et al., 2010; Shaikh &
Patil, 2020). Considerando la revision realizada, predominantemente las muestras se extrajeron
mediante hidrodestilacién, a partir de un equipo de tipo Clavenger (47 referencias bibliograficas).

En menor medida se utilizé la extraccién por vapor para el analisis de AE de Clinopodium
en 2 investigaciones. La razon de esto podria ser que el sistema de hidrodestilacion presenta ciertas
ventajas respecto a que se trata de un proceso sencillo de bajo costo y equipamiento accesible
(Paco et al., 2018; Feng et al., 2019). Por otra parte, la destilacion por arrastre de vapor es mas

eficiente en la extraccion de algunos aceites, sin embargo, este procedimiento requiere
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equipamiento mas especifico, ademas, se pueden presentar dificultades al tratarse de compuestos
menos volatiles (Valderrama & Ruiz, 2018; Paco et al., 2018).

Respecto a la composicion quimica, las referencias bibliograficas mostraron la presencia
de mono y sesquiterpenos en todas las especies de Clinopodium. Multiples estudios sefialan la
marcada presencia de algunos monoterpenos, los mayormente mencionados son pulegona,
isopulegona, mentona, piperitenona, piperitona y limoneno ((Kerbouche et al., 2013; Cavar et al.,
2013; Khodja et al., 2018; Hodaj-Celiku et al., 2017; Arantes et al., 2017; Mancini et al., 2013; Rossi et al.,
2007; Gormez et al., 2015; Kitic et al., 2002; Vieira et al., 2017). Esto concuerda con Benites et al.,
(2021) que menciona, que los AE de las especies de Lamiaceae son particularmente ricos en
monoterpenos volatiles, sesquiterpenos, y diterpenos constituidos por 10, 15 y 20 atomos de
carbono, respectivamente.

Para la especie C. gilliesi los compuestos principales fueron pulegona, Oxido de
piperitenona y 6xido de piperitona, es decir monoterpenos oxigenados con porcentajes mayores al
74 % (Carvajal et al., 2017; Barbieri et al., 2016; Luna et al., 2008; Dambolena et al., 2009; Viturro
et al., 2000). En el caso de C. montanum y C. bolivianum fueron predominantes los monoterpenos
oxigenados e hidrocarburos monoterpénicos como carvacrol, timol, linalool, isomentona,
pilegona, 1,8-cineol y p-cimeno (Mihajilov-Krstev et al., 2014; Stefanini et al., 2006; Panizzi et
al., 1993; Perrino et al., 2021) (Anexo 15).

De manera similar los aceites esenciales de C. nepeta presentaron el mismo tipo de
compuestos, siendo los predominantes pulegona, isomentona, mentona, piperitenona, entre otros
(Bensouici et al., 2013; Kerbouche et al., 2013; Cavar et al., 2013; Khodja et al., 2018; Hodaj-
Celiku et al., 2017; Arantes et al., 2017; Bouzidi et al., 2018b; Dambolena et al., 2009; Viturro et

al., 2000).
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En menor medida ciertas especies mostraron mayoritariamente compuestos
sesquiterpénicos, entre ellas C. sericeum, especie en la que se identificaron germacreno-D, B-
cariofileno y linalool como compuestos mayoritarios. Del mismo modo, C vulgare presento
compuestos similares incluyendo germacreno-D, B-cariofileno, vulgarona y a-muuroleno (Benites
et al., 2021; Kokdil, 1998; Morteza-Semnani et al., 2009) (Anexo 15).

4.1.1.1 Relacion de las variables ambientales en funcion del rendimiento de los AE de
las especies de Clinopodium

Para diferenciar las especies de Clinopodium de acuerdo con las condiciones climaticas
que afectan el rendimiento de sus aceites esenciales, se llevo a cabo un Analisis de Componentes
Principales (ACP). Los datos resultantes se muestran en la Figura 10 y se presentan en forma de
vectores; es decir, mientras menor sea el angulo entre estos, mayor serd la relacion entre variables.
En este caso, se tomaron en cuenta tres variables cuantitativas (rendimiento, altitud de recoleccion
y temperatura de la zona de recoleccion).

Las especies se agruparon en dos grupos sefialados con los colores azul y verde ubicados
entre los vectores, en la zona superior se encuentra el rendimiento y en la region inferior izquierda
la altitud y la temperatura del lado derecho. Respecto a la altitud, las especies que se encuentran
en la agrupacion sefialada con azul presentan altitudes superiores a 1600 m y temperaturas menores
a 15 °C. En el caso del grupo subrayado con verde, las especies mostraron temperaturas que
sobrepasan los 15 °C y valores de altitud entre 200 a 600 m.

En cuanto al rendimiento, las especies ubicadas sobre el eje de las x exhibieron un
rendimiento mayor, mientras que, mostraron bajos rendimientos aquellas especies situadas por
debajo de este eje. De igual forma, se observaron diferencias significativas entre las variables

(x2=45,667; gl=2; p<0,0001) Anexo 1. Respecto a las especies, todas se discriminaron en dos
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grupos diferentes, esto justifica el 75,5% de la diferencia total obtenida de la adicion de los

porcentajes de los ejes X y Y.
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Figura 10

Analisis de Componentes Principales de la influencia de variables ambientales (altitud y temperatura) en el rendimiento de los AE de

las especies de Clinopodium.

CP 2 (33.7%)

3.20

1.60

0.00

-1.60

-3.20

Rendimiento (% v/p)

C. hortense *

C. ascendens o

C. nepeta «

. bolivianum « * C. brevifolium

C. grandiflorum ¢« C. dalmaticum

C. nubigenum « C albani
- aibanicum-+ + C. menthifolium——=

C. gilliesii o Temperatura (C°)

C darwinii C. suaveolens
Ladarwinii e
* * + C. vulgare

+ C. taxifolium C. montanum

¢ C. pulchellum

-3.50

-1.82 -0.15 1.53 3.20
CP 1 (48.3%)

61



Esta demostrado que la elevacion influye en porcentajes de luz solar, agua y nutrientes que
disponen las plantas, una altitud elevada supone mayor vulnerabilidad por las condiciones
climatoldgicas. Por el contrario, las especies encontradas a menor altura cuentan con ambientes
favorables para su desarrollo (Pacifico et al., 2015; Kofidis et al., 2007). Conforme a la
informacidn seleccionada para esta investigacion, la altitud de las zonas de recoleccion de las
muestras varia mucho de 400 a 4000 m, siendo la altitud predominante la de 200 a 600 m para las
especies de Clinopodium (Anexo 2).

Por otra parte, un aumento de temperatura representa mayor actividad de los
microorganismos, por lo que, el material organico del suelo se descompone mas rapido en los
ambientes calidos, soltando mayores concentraciones de nutrientes para las plantas (Nickavar &
Mojab, 2005; Villa-Ruano et al., 2015). De acuerdo al Anexo 2, la temperatura mas frecuente en
cuanto a recoleccion de muestras fue de 20 °C, esto quiere decir que el material organico nutritivo
de la tierra estuvo disponible para la mayor parte de especies.

En cuanto al rendimiento, se determind que el contenido de los aceites esenciales se
mantuvo entre 0,15% a 2,66% (Anexo 2). Las especies que exhibieron rendimientos mas altos
fueron aquellas que crecieron bajo condiciones Optimas en cuanto a altitud y temperatura
mencionadas previamente. Tomando en cuenta estos resultados y la literatura disponible, se puede
concluir que ambas variables tienen impacto en el rendimiento de los AE de las plantas de
Clinopodium.

4.1.1.2 Composicion quimica de los AE de las especies de Clinopodium

Se realiz6 un Analisis de Conglomerados con el propdsito de establecer los componentes
quimicos totales de los AE de 17 especies de Clinopodium a partir de informacion obtenida de

referencias bibliogréficas incluidas en la seccion de composicion (Figura 11). Para esto, es

62



importante tener presente que los aceites esenciales generalmente estan constituidos por 4 grupos
de componentes totales, monoterpenos oxigenados, hidrocarburos monoterpénicos, sesquiterpenos
oxigenados e hidrocarburos sesquiterpénicos (Miladinovi¢ et al., 2012).

De acuerdo con el grafico generado, se formaron 3 clusteres en funcion de la proporcion
de componentes totales de las sustancias aromaticas de las especies evaluadas. La formacién de
estas agrupaciones se muestra en el eje de las X y esta representada por cifras numéricas que van
del 1 al 3, mismas que se encuentran a continuacién del nombre de cada especie.

El clister 1 consta de 13 especies que se caracterizan por una mayor concentracion de
monoterpenos oxigenados con fracciones que se encuentran en un rango de 60 y 90%
aproximadamente. Seguidos de una proporcion de hidrocarburos monoterpénicos mayor al 5% en
11 especies. Igualmente, se presentaron concentraciones bajas de compuestos sesquiterpénicos
representados por los colores amarillo y verde.

Por su parte, el segundo cluster estd conformado por una sola especie, la cual exhibe a los
monoterpenos oxigenados como compuestos predominantes con una concentracion aproximada
de la mitad del volumen completo del AE. Los sesquiterpenos oxigenados fueron el segundo grupo
mayoritario con mas del 20% del total, seguido por los hidrocarburos mono y sesquiterpénicos que
se encontraron en proporciones de 7 y 5% respectivamente.

En dltima instancia, el cluster 3 exhibié una fraccion considerable de monoterpenos
oxigenados e hidrocarburos monoterpénicos representados por los colores rojo y azul con
concentraciones de 20 a 40% del aceite esencial. De manera similar el porcentaje de hidrocarburos
sesquiterpénicos varié entre el 20 y 40% del contenido total del aceite. Por otro lado, en el caso de
sesquiterpenos oxigenados la concentracion se mantuvo en un intervalo de 5 a 20%

aproximadamente.
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Estos 3 grupos ademas presentaron diferencias significativas (p = 0,043) Anexo 3. Valor
obtenido a partir del método de interpretacion y validacion de coherencia en un analisis de grupos,

denominado Silhouette (Shutaywi & Kachouie, 2021).

64



Figura 11

Analisis de conglomerados de los grupos de componentes totales de los AE de las especies de Clinopodium
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La literatura disponible sobre la composicion quimica de las especies del género
Clinopodium ha hecho posible conocer que estas especies muestran una concentracion elevada de
compuestos monoterpénicos y una fraccion sesquiterpénica menor (Morocho et al., 2018; Ruiz et
al., 2010; Tepe et al., 2007). Lo cual coincide con los hallazgos encontrados en la Figura 11 y
Anexo 4, dado que se verificaron que los componentes mas abundantes en gran parte de las
muestras fueron los monoterpenos oxigenados entre ellos la pulegona, piperitenona, piperitona,
carvacrol y timol como los componentes mas importantes.

De igual forma, las especies se caracterizaron por la presencia notable de hidrocarburos
monoterpénicos donde el limoneno, y-terpineno y p-cimeno fueron los compuestos mayoritarios.
Los hidrocarburos sesquiterpénicos conformaron el tercer grupo, siendo los compuestos mas
representativos el germacreno-D, B- cariofileno y aromadendreno. El cuarto grupo lo constituyeron
los derivados oxigenados de los sesquiterpenos con dos volatiles mayoritarios: espatulenol y 6xido
de cariofileno (Anexo 4).

Sin embargo, la ecologia, subraya que el perfil quimico de un aceite esencial depende en
gran medida de factores ambientales, por lo tanto, no se establecen resultados absolutos y
definitivos. Ademas, se deben contemplar las variaciones genéticas entre especies y variedades
botanicas que también influyen en el contenido de los aceites (Benites et al., 2021; Nickavar &
Mojab, 2005).

Considerando lo antes mencionado, se establecié una variabilidad entre la constitucion
quimica de las esencias de las plantas de Clinopodium, conocida como el polimorfismo quimico
altamente complejo que tiene este género. Esta fluctuacion entre componentes resulta interesante,
puesto que el valor de un aceite esencial puede estar directamente relacionado con la cantidad de

cierto grupo de compuestos (Cavar et al., 2013; Morocho et al., 2018).
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4.1.2 Bioactividad Antioxidante de las Especies del Genero Clinopodium

4.1.2.1 Compuestos principales de los AE de las especies de Clinopodium respecto a la
capacidad antioxidante

La Figura 12 exhibe un Analisis de Redes Sociales Artificiales de los compuestos
principales de las especies de Clinopodium estudiadas en las publicaciones incluidas en la seccion
de actividad antioxidante. Este tipo de figura arroja valores numéricos denominados pesos, que
representan las conexiones entre nodos. De forma que, aquellos que presentan pesos mas altos
tienen mayor influencia en los demas nodos.

En este caso, los compuestos estdn representados por circunferencias y las especies
vegetales solo se encuentran escritas, en ambos casos un mayor didmetro supone pesos de entrada
o salida mas altos. Por medio de los pesos del grafico se evaluo el perfil quimico de las sustancias
aromaticas de 6 especies de Clinopodium, de las cuales C. nepeta, C. brevifolium y C. montanum
presentaron pesos de salida con valores de 39, 15 y 12 respectivamente.

Ademas, se encontraron 25 metabolitos bioactivos, algunos de los cuales eran propios de
cada especie, mientras que los demas fueron frecuentes en varias especies. Los AE de Clinopodium
exhibieron componentes similares como pulegona, piperitenona y éxido de piperitenona con pesos
de entrada de 15, 9 y 8 respectivamente. Fitoquimicos que ademas mostraron diferencias

significativas (x2=20,563; gl=10; p=0,03) Anexo 5.
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Figura 12

Analisis de Redes Sociales de los compuestos mayoritarios de los AE de Clinopodium respecto a la actividad antioxidante.
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Varios estudios establecen que las estructuras monoterpénicas, principalmente las cetonas
son responsables del potencial antioxidante de los aceites vegetales. No obstante, la estructura
quimica de los AE puede presentar diferencias significativas a pesar de tratarse de la misma
especie, estos cambios podrian atribuirse a diferencias climaticas, composicién del suelo, ciclos
vegetativos y condiciones de cultivo (Barbieri et al., 2016; Cavar et al., 2013; Kerbouche et al.,
2013; Popovi¢-Djordjevic et al., 2019; Robert & Manrique, 2017).

Considerando los datos encontrados, las especies de Clinopodium respecto a la actividad
antioxidante se caracterizaron por el predominio de tres monoterpenos oxigenados. Entre ellos
estan la pulegona, una cetona incolora que exhibe un esqueleto de p-mentano (Cavar et al., 2013).
Al igual que otros monoterpenos, se le ha asociado con propiedades antioxidantes considerables
confirmadas en varias investigaciones (Rossi et al., 2007; Hodaj-Celiku et al., 2017; Popovi¢-
Djordjevi¢ et al., 2019).

De igual forma, la piperitenona es otro de los constituyentes oxigenados mas frecuentes,
ademas es precursor del éxido de piperitenona que fue el tercer compuesto predominante en las
especies de Clinopodium de acuerdo a los resultados. El potencial de estos fitoquimicos para
eliminar radicales libres ha sido evaluado por maltiples autores, los cuales llegaron a la conclusién
de gue son posibles agentes antioxidantes. Ambos monoterpenos pertenecen al grupo de cetonas
insaturadas, las cuales presentan generalmente mas actividad que otras cetonas, esto sugiere que
también podrian exhibir mayor toxicidad (Wojtunik-Kulesza, 2022; Carvajal et al., 2017; Barbieri
etal., 2016; Khodja et al., 2018).

Se ha encontrado a la pulegona, piperitenona y 6xido de piperitenona como compuestos
principales en los AE de diversas plantas. En estos casos, los investigadores atribuyen las

propiedades antioxidantes observadas a estas moléculas dado que se encontraban en mayores
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concentraciones. A pesar del potencial antioxidante de dichos monoterpenoides, es importante
considerar gque estas esencias son combinaciones de gran complejidad y sus propiedades bioldgicas
podrian no estar relacionadas con la cantidad de compuestos principales (Benites et al., 2021;
Barbieri etal., 2016; Gilardoni et al., 2011; Hodaj-Celiku et al., 2017; Khodja et al., 2018; Popovi¢-
Djordjevi¢ et al., 2019).

En ese mismo contexto, de acuerdo a la literatura disponible la bioactividad se debe a
interacciones entre las sustancias principales y secundarias que producen respuestas tanto
sinérgicas como antagonicas. Motivo por el cual, es dificil atribuir la actividad antioxidante de un
aceite a unos pocos compuestos (Ruiz et al., 2010; Paco et al., 2018; Benites et al., 2021;
Miladinovi¢ et al., 2012; Perrino et al., 2021).

4.1.2.2 Cuantificacion de la actividad antioxidante de los AE de las especies de
Clinopodium

La tabla 7 muestra la capacidad antioxidante de los AE de ocho especies de Clinopodium,
incluyendo C. brevifolium, C. gilliesii, C. montanum, C. nepeta, C. nubigenum, pulchellum, C.
sericeumy C. vulgare. A partir de cinco métodos de cuantificacion DPPH, ABTS, B-caroteno/Ac.
Linoleico, FRAP y CUPRAC que fueron aplicados en las investigaciones incluidas en este
apartado.

Considerando las diferencias experimentales propias de cada estudio las unidades de
respuesta varian, en el caso de IC50, EC50 y TEAC los valores mas bajos representan mayor
potencial antioxidante. Por el contrario, en cuanto al porcentaje de inhibicidon y zona de retencion
de color un valor superior exhibe mas propiedades antioxidantes (Gormez et al., 2015; Morocho

etal., 2018).
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Los resultados se muestran de forma descendente; es decir, de mayor a menor actividad

observada en las especies evaluadas (Tabla 7). De forma que, cuatro especies presentaron

capacidad antioxidante significativa entre ellas, C. nubigenum, C. montanum, C. pulchellumy C.

vulgare. A continuacién, C. brevifolium y C. gilliesii mostraron actividad moderada, seguidas de

C. nepeta, C. sericeum y C. montanum con menor potencial.

Tabla 7

Bioactividad antioxidante de los AE de Clinopodium.

Actividad antioxidante

Especie i Referencia
peci Método Resgltado y medida I
e respuesta
DPPH 0.24 1C50 (mg/ml)
C. nubigenum ABTS s 0.0069 1C50 (mg/mi) (Paco et al., 2018)
p-caroteno/ac. 4 15 150 (mg/mi)
Linoleico
DPPH 0.42 EC50 (mg/ml) (Mihajilov-Krstev
C. montanum
FRAP 0.21 EC50 (mg/ml)  etal., 2014)
DPPH 2.28 1C50 (mg/ml
C. pulchellum (mg/mi) (Robgrt &
ABTS 0.0308 1C50 (mg/ml)  Manrique, 2017)
DPPH 0.063 IC50 (mg/ml)
C. vulgare Bicaro'genolac. 59 30 % de inhibicién (Tepe et al., 2007)
Linoleico
DPPH 3.67 IC50 (mg/ml)
Popovi¢-
. ABTS 1.451C50 (mg/ml) ~ (Popovié-
C. brevifolium FRAP 1.49 1C50 (mg/ml) E)(J)(igjewc et al.,
CUPRAC 1.13 1C50 (mg/ml)
DPPH 5.80 1C50 (mg/ml)
C. gilliesii ABTS ) 2.42 1C50 (mg/ml) g?)ig;le“ etal.,
p-caroteno/ac. 4 56150 (mg/mi)
Linoleico
DPPH 5.88 1C50 (mg/ml) (Kerbouche et al.,
FRAP 0.088 1C50 (mg/ml)  2013)
c . DPPH 8.33 IC50 (mg/ml) (Khodja et al.,
- Nepeta FRAP 10.1 EC50 (mg/ml)  2018)
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DPPH

[3-caroteno/ac.

17.8 % de inhibicion

(Hodaj-Celiku et

A 39.9 % de inhibicién  al., 2017)
Linoleico
DPPH 32.61 1C50 (mg/ml)
FRAP 26.84 1C50 (mg/ml) (Arantes et al.,

[-caroteno/ac.

0.85 1C50 (mg/ml)

2017)

Linoleico
DPPH 34.29 1C50 (mg/ml) ,
ABTS 4.41C50 (mg/ml) (2%21‘;? ctal,
FRAP 406.51 IC50 (mg/ml)
DPPH 410.7 EC50 (mg/ml) gﬁgf"“etm"
DPPH 473.03 1C50 (mg/ml)

C.sericeum  BTS 106.06 1C50 (mg/ml)  (Benites et al.,

' FRAP 1.4 TEAC (mg/ml) 2021)

CUPRAC 30.17 TEAC (mg/ml)

C. montanum [3-caroteno/ac. 10 Zona de retencion  (Stefanini et al.,

Linoleico

de color (mm)

2006)

En el caso de C. nubigenum, Paco et al., (2018) menciona que, los posibles agentes
responsables de la actividad observada son los mono y sesquiterpenos limoneno, é-elemeno, y-
muroleno, acetato de carvacrol y timol siendo estos los compuestos principales. Ademas, sefiala
que la capacidad antioxidante aumenté en el método DPPH con mayores concentraciones del
aceite esencial.

Estos resultados coinciden con las propiedades antioxidantes atribuidas a estos
componentes en varios estudios. Sin embargo, la toxicidad de las plantas es distinta a la de los
aceites esenciales principalmente por sus propiedades fisicoquimicas, por lo que una mayor
concentracion podria generar efectos perjudiciales en la salud (Shaikh & Patil, 2020; Barbieri et
al., 2016; Khodja et al., 2018; Mihajilov-Krstev et al., 2009; Paco et al., 2018; Robert & Manrique,

2017).
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Por su parte, Mihajilov-Krstev et al., (2014) evaluo las propiedades antioxidantes de C.
montanum, destaca que pueden atribuirse a la fraccion monoterpénica presente en el aceite
esencial. De igual forma, C. pulchellum exhibié potencial antioxidante significativo, Robert &
Manrique, (2017) sefiala que, la activida d antirradicalaria se debe al sinergismo de todos las
moléculas del aceite.

Tepe et al., (2007) destaca que, el potencial antirradicales libres de C. vulgare con las
pruebas DPPH vy p-caroteno/Ac. linoleico, se debidé al timol y c-terpineno, compuestos
monoterpénicos que fueron los predominantes en la composicion del aceite. Igualmente, indica
gue se presentd una mayor correlacion con el método DPPH, algo que también ocurrié con las
especies antes mencionadas.

Considerando los resultados reportados en la literatura, es posible sugerir que la actividad
antioxidante observada en los aceites estudiados puede ser justificada principalmente por la
presencia de monoterpenos. Estos hallazgos respaldan la opinién de que ciertas plantas aromaticas
son fuentes potenciales de antirradicales (Barbieri et al., 2016; Sucur et al., 2018).

Respecto a los métodos de cuantificacion, esta demostrado que evaluar la actividad
antioxidante de un producto a partir de un solo método es complicado, por lo que se requieren
diferentes ensayos para obtener resultados éptimos. Estas pruebas también proporcionan
informacidén complementaria sobre la interaccién entre los radicales y el aceite esencial, lo que
ayuda a entender sus mecanismos de accion (Popovi¢-Djordjevic et al., 2019; Benites et al., 2021).

Los métodos DPPH y ABTS son los méas utilizados para valorar la capacidad de un
antioxidante para neutralizar radicales libres. Esta afirmacion se ajusta a los resultados obtenidos,
en vista de que fueron los ensayos mas aplicados. Seguidos de FRAP o poder antioxidante reductor

férrico que obtuvo actividades bajas. Por otra parte, el método de blanqueamiento oxidativo del -

73



caroteno en presencia del acido linoleico, se aplicd en menor medida pero exhibié mejores
resultados (Barbieri et al., 2016; Popovi¢-Djordjevi¢ et al., 2019; Paco et al., 2018).
4.1.3 Bioactividad Antimicrobiana de las Especies del Género Clinopodium

4.1.3.1 Compuestos principales de los AE de las especies de Clinopodium respecto a la
capacidad antimicrobiana.

La relacion entre las especies de Clinopodium considerando sus compuestos principales se
muestra en el ARSA de la Figura 13, referente a las publicaciones incluidas en el apartado de
actividad antimicrobiana. Las especies se muestran de forma escrita y los compuestos estan
representados por circunferencias, para los dos criterios el tamafio del didmetro equivale al valor
de pesos de entrada o salida, a mayor dimension mas alto el peso.

De esta forma, partiendo de los AE de doce especies de Clinopodium se identificaron 36
compuestos en total, de los cuales méas de la mitad estaban presentes en una especie en particular,
mientras que los demas formaban parte de una o mas especies. Se identificé a C. nepeta, C.
nubigenum y C. hortense como aquellas que presentaron compuestos similares con pesos de salida
de 66, 18 y 18 respectivamente.

Por otro lado, los compuestos més frecuentes entre las especies estudiadas fueron pulegona,
carvacrol y mentona, esto se determind gracias a los pesos de entrada obtenidos del grafico con
valores de 22, 14 y 8 respectivamente. Ademas, se encontraron diferencias significativas (y2=

44,267; gl=15; p=0.0001) Anexo 6.
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Figura 13
Analisis de Redes Sociales de los compuestos mayoritarios de los AE de Clinopodium respecto a la actividad antimicrobiana.
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De acuerdo a la literatura, la pulegona, es un monoterpeno natural que se encuentra en las
hojas y flores de varias especies del género Clinopodium. Exhibe propiedades antimicrobianas y
antifangicas significativas que se han demostrado en diversos estudios, por lo que es ampliamente
usada para tratar este tipo de infecciones. Sin embargo, en cuanto a toxicidad la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) ha categorizado a la pulegona como
carcindgeno 2B; es decir posiblemente carcinégeno para los humanos (Gormez et al., 2015;
Khodja et al., 2018; Hodaj-Celiku et al., 2017; Ozturk et al., 2021; Carvajal et al., 2017).

Dentro del mismo marco, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) fijé la ingesta
diaria tolerable de pulegona para alimentos sin efectos adversos observados, en un rango de
0,1mg/kg como dosis minima y 2,3mg/kg como méxima por dia y en formulaciones cosméticas,
la concentracion de pulegona no debe exceder el 1%. La toxicidad que muestra este compuesto
podria explicar su potencial frente a infecciones bacterianas (Wojtunik-Kulesza, 2022; Carvajal et
al., 2017).

En cuanto a los datos encontrados en esta investigacion, el segundo compuesto mas
frecuente fue el carvacrol, considerado como un fenol monoterpénico producido por una gran
cantidad de plantas aromaticas entre ellas algunas especies de Clinopodium. De manera similar,
como tercer compuesto se encontrdé el timol, uno de los principales constituyentes fendlicos
presente en los AE extraidos de arbustos que son parte del género antes mencionado (Kong et al.,
2018; Gormez et al., 2015).

En cuanto a sus aplicaciones, estos extractos se usan en bajas concentraciones como
saborizantes y conservantes de alimentos, ademas se aplican como fragancias en formulaciones
cosméticas. De igual forma, varios autores destacan que poseen una variedad de propiedades

bioldgicas, que incluyen actividad antioxidante, antibacteriana, antifingica, anticancerigena,
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antiinflamatoria, hepatoprotectora y espasmolitica (Marchese et al., 2016; Vieira et al., 2017;
Hernandez et al., 2000; Miladinovi¢ et al., 2012; Paco et al., 2018; Rossi et al., 2007).

Las propiedades bactericidas de estos compuestos estan evidentemente asociadas a su
caracter lipofilico. Tanto la pulegona, como el carvacrol y el timol tienen la capacidad de
descomponer la capa superficial de las bacterias, desprendiendo los lipopolisacaridos vy
aumentando la porosidad de la membrana, lo que provoca una fuga citoplasmica, lisis celular y,
finalmente, la muerte celular (Helander et al., 1998; Miladinovi¢ et al., 2012).

Considerando lo antes mencionado, en varias investigaciones los autores atribuyen las
propiedades antimicrobianas de las especies de Clinopodium a la presencia de la pulegona,
carvacrol y mentona (Carvajal et al., 2017; Gormez et al., 2015; Kerbouche et al., 2013; Paco et
al., 2018). Por otra parte, muchos otros investigadores sostienen la posibilidad de que esta
bioactividad podria deberse a la sinergia de las interacciones de todos los compuestos terpénicos
y sus derivados, algo que seguramente da lugar a una mayor actividad (Benites et al., 2021; Celik
et al., 2021; Miladinovi¢ et al., 2012).

4.1.3.2 Cuantificacion de la actividad antimicrobiana de los AE de las especies de
Clinopodium.

a. Método de difusion

Las Tablas 8, 9 y 10 muestran de manera sintetizada los datos encontrados en diferentes
investigaciones respecto a la cuantificacion del potencial antimicrobiano de las esencias de trece
especies de Clinopodium a partir del método de difusion frente a bacterias gramnegativas,
grampositivas y hongos. En cuanto a este método, la eficiencia de un aceite esencial se determina
por el tamafo del halo de inhibicién, un mayor diametro constituye propiedades antimicrobianas

mas altas (Rossi et al., 2007).
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Los valores se ordenaron tomando en cuenta la proporcion de los AE usada para probar su
capacidad antibacteriana y antifungica. Los datos obtenidos de las referencias bibliograficas
mostraron que las dosis de AE de las especies de Clinopodium mayormente evaluadas fueron las
esencias en su estado puro y muestras diluidas con DMSQO. Por otra parte, las sustancias de prueba
diluidas con etanol y metanol se aplicaron en menor medida.

Ademas, los estudios seleccionados respecto a las propiedades antimicrobianas de los AE
de las plantas de Clinopodium exhibieron diametros de inhibicion con valores de 5 — 52 mm para
las bacterias grampositivas con un promedio de 22.7 mm, siendo las especies bacterianas mas
evaluadas Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (Anexo 14).

En el caso de las bacterias gramnegativas el rango de inhibicion fue de 6 — 59.8 mm, el
valor medio fue de 19.9 mm, los microrganismos en los que mayormente se probaron los AE de
Clinopodium fueron Escherihia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. Por otro
lado, la zona de inhibicién mostrada en hongos estuvo en un intervalo de 0.6 — 89.5 mm y la media
fue de 29.1 mm, siendo los mas evaluados Candida albicans, Aspergillus niger y Saccharomyces

cerevisiae (Anexo 14).
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Tabla 8

Bioactividad antimicrobiana de los AE de Clinopodium mediante el método de difusion frente a grampositivas.

Resultado y medida de

Especie Concentracion del aceite Referencia
respuesta
C. ascendens  15.0 Inhibicion (mm) Aceite esencial puro (Rodrigues, 2007)
C. montanum  40.3-52.0 Inhibicion (mm) Aceite esencial puro (Perrino et al., 2021)
(Vieiraetal., 2017; Sarac &
C. nepeta 8.0-44.0 Inhibicion (mm)  Aceite esencial puro Ugur, 2009; Bensouici et al.,
2013; Kerbouche et al., 2013)
C. nubigenum 7.5 Inhibicion (mm) Aceite esencial puro (Taylor & El-seedi, 2011)
C. suaveolens 12.3-12.5 Inhibicion (mm) Aceite esencial puro (Perrino et al., 2021)
i N o . (Gormez et al., 2015;
C. hortense 5.0-48.0 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: DMSO) Mohammadi et al., 2014)
C.nepeta  24.0-48.0 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: DMSO) %2;' etal., 2007; Gormez etal.,
C. nubigenum  7.0-12.6 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: DMSO) g?”;gi%;" etal., 2011; Paco et
I o . (Tapia Manrique & Valdivieso
C. pulchellum  35.0 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: DMSO) Marquez, 2019)
C. sericeum 6.0-7.0 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Benites et al., 2021)
C. vulgare 8.0-27.0 Inhibicién (mm)  Aceite diluido (aceite: DMSO) (Mohammadi et al., 2014)
C. albanicum 14.0-30.0 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: etanol)  (Marinkovi¢ et al., 2002)
C. dalmaticum 12.0-25.0 Inhibicién (mm) Aceite diluido (aceite: etanol)  (Marinkovi¢ et al., 2002)
C. nepeta 22.3-31.0 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: etanol) (Kitic et al., 2002; Kitic etal.,

2005)
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Tabla 9

Bioactividad antimicrobiana de los AE de Clinopodium mediante el método de difusion frente a gramnegativas.

Resultado y medida de

Especie Concentracion del aceite Referencia
respuesta

C. ascendens  20.0-22-0 Inhibicion (mm)  Aceite esencial puro (Rodrigues, 2007)

C. bolivianum 59.8 Inhibicion (mm) Aceite esencial puro (Mamani, 2014)
(Vieiraetal., 2017; Sarac & Ugur,

C. nepeta 9.0-25.0 Inhibicion (mm) Aceite esencial puro 2009; Bensouici et al., 2013;
Kerbouche et al., 2013)

C. nubigenum 6.0-8.0 Inhibicion (mm) Aceite esencial puro (Taylor & El-seedi, 2011)

C. hortense 10.0-48.0 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: DMSO) g?;lrmzegli[)al., 2015; Mohammadi

C.nepeta  6.0-48.0 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: DMSO) %i;s)' etal., 2007; Gormez etal.,

e o - (Tapia Manrique & Valdivieso

C. pulchellum 9.0 Inhibicién (mm) Aceite diluido (aceite: DMSO) Marquez, 2019)

C. sericeum 7.0-8.0 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Benites et al., 2021)

C. vulgare 7.0-19.0 Inhibicién (mm) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Mohammadi et al., 2014)

C. albanicum 12.0-15.0 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: etanol)  (Marinkovi¢ et al., 2002)

C. dalmaticum 12.0-14.0 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: etanol)  (Marinkovi¢ et al., 2002)

C. nepeta 21.0-32.0 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: etanol) (Kitic etal., 2002; Kitic et al,

2005)
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Tabla 10

Bioactividad antimicrobiana de los AE de Clinopodium respecto al método de difusion frente a hongos.

Resultado y medida de

Especie Concentracion del aceite Referencia
respuesta
C. ascendens  20.0 Inhibicién (mm) Aceite esencial puro (Rodrigues, 2007)
C. montanum  62.5-89.5 Inhibicién (mm) Aceite esencial puro (Perrino et al., 2021)
C. nepeta 11.3-17.3 Inhibicion (mm)  Aceite esencial puro Si:aczﬁ‘lg?ur’ 2009; Kerbouche
C. nubigenum 11.0-14.5 Inhibicién (mm) Aceite esencial puro (Taylor & El-seedi, 2011)
C. suaveolens 40.5-49.0 Inhibicién (mm) Aceite esencial puro (Perrino et al., 2021)
C. nubigenum 0.6-1.5 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Gilardoni et al., 2011)
C. nepeta 24.2-40.0 Inhibicion (mm)  Aceite diluido (aceite: etanol) (zlégglg(): etal., 2002; Kitic etal,
C. brevicalyx 26.1 Inhibicion (mm) Aceite diluido (aceite: metanol) (Merma Ccana et al., 2020)
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En su mayoria, las especies de Clinopodium presentaron propiedades antimicrobianas; sin
embargo, se podria considerar a las especies de C. nepeta, C. hortense y C. montanum como
aquellas que obtuvieron mayor actividad frente a bacterias y hongos (Perrino et al., 2021; Vieira
et al., 2017; Sarac & Ugur, 2009; Bensouici et al., 2013; Kerbouche et al., 2013; Gormez et al.,
2015; Mohammadi et al., 2014; Rossi et al., 2007). En vista de que estos aceites esenciales
exhibieron halos de inhibicion de 40 — 89.5 mm siendo estos valores los de mayor didmetro en
comparacion con las demas especies (Tabla 8, 9y 10).

Dentro del mismo marco la especie méas estudiada fue C. nepeta, en vista de que ocho
estudios referentes a este ejemplar obtuvieron halos de inhibiciébn mayores a 15 mm contra
bacterias grampositivas y gramnegativas. Esta bioactividad podria deberse a la constitucion de los
AE de estas plantas, constituidas principalmente por monoterpenos a los que se atribuyen
propiedades bactericidas, entre ellos pulegona, mentona, piperitenona, piperitona y limoneno
(Bensouici et al., 2013; Kerbouche et al., 2013; Kitic et al., 2002, 2005; Rossi et al., 2007; Sarac
& Ugur, 2009; Vieira et al., 2017).

Igualmente, se encontraron resultados favorables para C. hortense. Gormez et al., (2015)
determind que el aceite aromatico de esta especie es eficaz frente a microorganismos bacterianos,
en este caso los componentes principales fueron carvacrol, y-terpineno y p-cimeno. De manera
similar, en el estudio ejecutado por Mohammadi et al., (2014), C. hortense exhibié capacidad
antibacteriana moderada, atribuida a sus compuestos mayoritarios que fueron timol, o-cimeno y
carvacrol.

En lo que respecta a C. montanum, mostré potencial antimicrobiano significativo ante

bacterias grampositivas y hongos, ademas el autor Perrino et al., (2021), menciona que el grado de
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fuerza del efecto antibacteriano fue proporcional a la concentracion del aceite esencial constituido
principalmente por timol, y-terpineno y carvacrol.

En general, los halos de inhibicion tuvieron mayores diametros para las especies
grampositivas de acuerdo a las Tablas 8, 9 y 10. Esto podria deberse a que las bacterias
gramnegativas ofrecen mayor resistencia a la entrada de antimicrobianos, gracias a su membrana
celular externa que les proporciona de una superficie hidrofilica (Benites et al., 2021; Rossi et al.,
2007).

En ese mismo contexto, algunos monoterpenos tales como pulegona y timol cuentan con
hidrofobicidad, caracteristica que les concede la habilidad de fragmentar los lipidos del
revestimiento plasmatico bacteriano, de forma que se perturba la estructura haciéndola mas
permeable. Esto genera una pérdida de control quimiosmotico y posterior muerte celular, por lo
que es considerada como la fuente mas probable de su accion bactericida (Miladinovi¢ et al., 2012;
Benites et al., 2021; Rossi et al., 2007).

Ademas, diversas publicaciones han demostrado que los compuestos terpénicos, son
predominantes e inciden en la capacidad microbicida de las sustancias aromaticas, entre ellos
terpenoides que incluyan compuestos fendlicos y alcoholes, seguidos por cetonas. Ese es el caso
de la pulegona, piperitenona, piperitona y timol, compuestos observados en algunas especies de
Clinopodium (Gormez et al., 2015; Kerbouche et al., 2013; Rossi et al., 2007; Vieira et al., 2017).

En cuanto a la prueba de difusion, a menudo es el método mas comdnmente empleado para
medir la actividad antimicrobiana de aceites esenciales. No obstante, este método presenta algunas
limitaciones, principalmente para muestras hidrofdébicas tal como la mayoria de aceites esenciales,
puesto que son sustancias oleosas que presentan mayor dificultad para difundirse uniformemente

en el medio de agar. Ademas, los discos filtrantes impregnados con la esencia pueden absorber
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una cierta porcion de la misma, disminuyendo asi su capacidad de difusion (Miladinovi¢ et al.,
2012; Sarac & Ugur, 2009).
b. Método de dilucion

La cuantificacion del potencial antimicrobiano de los AE de ocho plantas de Clinopodium
mediante el método de dilucion frente a bacterias grampositivas, gramnegativas y hongos se
presenta en lastablas 11, 12 y 13 respectivamente, desarrolladas a partir de la informacién obtenida
de diversos estudios incluidos en este apartado. En cuanto a esta técnica, los valores de MIC mas
bajos representan mayor capacidad antimicrobiana.

Los resultados obtenidos en las referencias bibliograficas seleccionadas se ordenaron
tomando en cuenta los porcentajes de AE de las plantas de Clinopodium con los que se evaluaron
sus propiedades antimicrobianas. Los aceites diluidos con DMSO y las muestras en estado puro
fueron el tipo de muestra mas utilizada. Por otra parte, hubo una aplicacion menos frecuente de las
esencias diluidas con etanol.

De igual forma, las publicaciones incluidas en cuanto a la actividad antimicrobiana de los
AE de Clinopodium mostraron valores de MIC en un rango de 0.5 — 4000 pg/ml con un promedio
de 621.5 pg/ml frente a las bacterias grampositivas, siendo Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis las mas probadas. En lo que respecta a las bacterias gramnegativas los datos de MIC fueron
1 — 3000 pg/ml y la media fue 529 pg/ml, los microorganismos mas probados fueron Escherihia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (Anexo 14).

En el caso de los microorganismos fungicos, Candida albicans, Aspergillus niger y
Saccharomyces cerevisiae fueron los hongos mas evaluados y los valores de MIC se encontraron

en un intervalo de 5 — 3120 pug/ml con una media de 567 pg/ml (Anexo 14).
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Tabla 11

Bioactividad antimicrobiana de los AE de Clinopodium mediante el método de dilucion frente a grampositivas.

Resultado y medida de

Especie Concentracion del aceite Referencia
respuesta

C. montanum 5.0 MIC (ug/ml) Aceite esencial puro (Panizzi et al., 1993)
(Vieira et al., 2017; Bensouici et al.,

C. nepeta 2.0-2000.0 MIC (pg/ml) Aceite esencial puro 2013; Panizzi et al., 1993; Oztirk et
al., 2011)

C. nubigenum  128.0 MIC (ug/ml) Aceite esencial puro (Taylor & El-seedi, 2011)

C. gilliesii 1630.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Luna et al., 2008)
(Gormez et al., 2015; Mohammadi

C. hortense 1.0-4000.0 MIC (pg/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) et al., 2014; Mihajilov-Krstev et al.,
2009)

C. montanum 100.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Mihajilov-Krstev et al., 2014)

C. nepeta 7.8 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Gormez et al., 2015)

C. sericeum 100.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Benites et al., 2021)

C. taxifolium 5.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Morocho et al., 2018)

C. vulgare 0.5 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Mohammadi et al., 2014)

C. nepeta 100.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: etanol) (Miladinovi¢ et al., 2012)
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Tabla 12

Bioactividad antimicrobiana de los AE de Clinopodium mediante el método de dilucion frente a gramnegativas.

Resultado y medida de

Especie Concentracion del aceite Referencia
respuesta

C. montanum 40.0 MIC (pg/ml) Aceite esencial puro (Panizzi et al., 1993)
(Vieira et al., 2017; Bensouici

C. nepeta 10.0-2000.0 MIC (ug/ml) Aceite esencial puro et al., 2013; Panizzi et al.,
1993; Oztiirk et al., 2011)

C. nubigenum  64.0 MIC (ug/ml) Aceite esencial puro (Taylor & El-seedi, 2011)

C. gilliesii 820.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Luna et al., 2008)
(Gormez et al., 2015;

C. hortense 1.0-3000.0 MIC (pg/ml)  Aceite diluido (aceite: DMSO) Mohammadi et al., 2014;
Mihajilov-Krstev et al., 2009)

C. montanum 780.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSO) (ZIBAIZ?JIIOV'KrSteV etal.,

C. nepeta 7.8 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSO) (Gormez et al., 2015)

C. sericeum 50.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Benites et al., 2021)

C. taxifolium 1.9 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Morocho et al., 2018)

C. vulgare 2.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSQO) (Mohammadi et al., 2014)

C. nepeta 100.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: etanol) (Miladinovi¢ et al., 2012)
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Tabla 13

Bioactividad antimicrobiana de los AE de Clinopodium mediante el método de dilucion frente a hongos.

Resultado y medida de

Especie Concentracion del aceite Referencia
respuesta

C. montanum 5.0 MIC (ug/ml) Aceite esencial puro (Panizzi et al., 1993)
(Panizzi et al., 1993;

C. nepeta 5.0-200.0 MIC (ug/ml)  Aceite esencial puro Debbabi, EI Mokni,
Nardoni, et al., 2020)

C. gilliesii 31.2 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSO) (Limaetal., 2011)

C. montanum  40.0 MIC (ug/ml) Aceite diluido (aceite: DMSO) g’l\’“ggjl'ig"'”“e" et

C. nepeta 3120.0 MIC (pg/ml) Aceite diluido (aceite: etanol) (Bozovi¢ et al., 2017)
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Tomando en cuenta los valores MIC expuestos en la Tabla 11, 12 y 13 la mayoria de
especies de Clinopodium exhibieron potencial significativo frente a bacterias y hongos. No
obstante, C. taxifolium, C. vulgare, C. montanum y C. hortense presentaron mayor eficacia. De
acuerdo a los datos recogidos en las referencias bibliogréaficas estas especies mostraron valores de
MIC en un rango de 5y 100 pg/ml, lo que quiere decir que los microorganismos son sensibles a
estos aceites esenciales.

En lo que se refiere a las especies C. taxifolium y C. vulgare presentaron mayor capacidad
antimicrobiana frente a las bacterias. Morocho et al., (2018) sefiala que, la especie C. taxifolium
presenta propiedades antimicrobianas frente a bacterias gramnegativas y grampositivas; sin
embargo, ninguno de los metabolitos aislados por el autor mostré actividad antibacteriana por si
solo, por lo que menciona que el potencial antimicrobiano de esta especie es resultado de
reacciones sinérgicas entre los compuestos principales y secundarios del aceite.

De manera similar, considerando la evidencia bibliografica C. vulgare exhibié potencial
bactericida considerable. En este aceite los compuestos predominantes fueron germacreno-D, -
pineno y sabineno. No obstante, de acuerdo al autor Mohammadi et al., (2014), la actividad
observada podria deberse a un efecto sinérgico entre todos los componentes que constituyen el
aceite y no Gnicamente a sus fitoquimicos principales.

Por otra parte, (Panizzi et al., 1993), estudio el potencial microbicida de la especie C.
montanum, en los resultados encontrd que su aceite esencial contiene carvacrol, y-terpineno y p-
cimeno como compuestos mayoritarios, por lo cual atribuye la capacidad bactericida registrada al
carvacrol, en vista de que multiples estudios aseguran que dicho fitoquimico muestra propiedades
antimicrobianas relevantes (Carvajal et al., 2017; Gormez et al., 2015; Kerbouche et al., 2013;

Paco et al., 2018).
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C. hortense también exhibio propiedades antimicrobianas frente a bacterias grampositivas
y gramnegativas, Gormez et al., (2015) adjudica este potencial a las altas concentraciones del
aceite esencial y a la presencia de monoterpenos oxigenados aromaticos y altos contenidos
fenolicos, carvacrol, pulegona, timol, entre otros. Mientras tanto Mohammadi et al., (2014)
menciona que, la bioactividad antimicrobiana del AE de la especie C. hortense se debe a
interacciones sinérgicas entre sus compuestos principales y secundarios.

Adicionalmente, al igual que sucedié en el método de difusion analizado con anterioridad,
se precisé que los aceites esenciales de Clinopodium evaluados con la prueba de dilucion exponen
mayor actividad ante bacterias grampositivas y gramnegativas y en menor medida en
microorganismos fungicos.

Ademas, la técnica de dilucion presenta algunas ventajas, incluyendo cargas de trabajo
menores para un mayor nimero de repeticiones, asi mismo utiliza pequefios volumenes de una
sustancia de prueba. Razén por la cual varios autores escogen este ensayo para determinar la
capacidad antimicrobiana de estas esencias (Palareti et al., 2016; Mohammadi et al., 2014;
Morocho et al., 2018; Panizzi et al., 1993).

4.2 Revision documental para la revision bibliogréafica

Se analizaron un total de 3062 investigaciones incluidas tesis de grado y articulos
experimentales y de revisién, obtenidos de bibliotecas virtuales y principalmente de repositorios
universitarios de América Latina. Estas bases de datos incluyen: ProQuest (465), World Wide
Science (598), Springer Link (64), Science Direct (56), Wiley Online Library (56), Europe PMC
(50), Taylor & Francis Online (48) y Repositorios Universitarios (1725). Se aplicé una
metodologia de cuatro pasos mencionada en la metodologia (apartado 3.4.4, Anexo 17) con la cual

fueron elegidos 100 publicaciones que se ajustaron los parametros de inclusion (Figura 14).
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Figura 14

Diagrama de flujo para la identificacion y seleccion de fuentes bibliogréaficas para la revision

bibliogréafica sobre los usos medicinales de Clinopodium en América Latina.

Revision
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3062 articulos
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¢Hay articulos
duplicados?

Acrticulos Avrticulos
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v
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¢ Tienen relacién
con el tema?

Articulos Articulos
excluidos: 1036 restantes: 1651
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¢Publicados entre
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Articulos Acrticulos
excluidos: 309 restantes: 1342

Criterio 3:
¢Publicados en
Latinoamérica?

Acrticulos
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Acrticulos
restantes: 558
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Articulos
excluidos: 190
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4.2.1 Usos medicinales de las especies de Clinopodium en Latinoamerica
4.2.1.1 Categorias de uso de las especies de Clinopodium en América Latina

El analisis de redes presentado en la Figura 15, muestra las plantas de Clinopodium mas
utilizadas en Latinoamérica con fines medicinales de un total de 16 especies, informacion obtenida
de 100 referencias bibliograficas seleccionadas para esta revision. Tomando en cuenta los pesos
de salida mayores, se determiné que C. gilliesii con 30, C. odorum con 24, C. bolivianum con 24
y C. brownei con 22, son las mayormente aplicadas, mismas que presentaron diferencias
significativas (y2= 55,217; gl=16; p=0,000003) Anexo 7.

De igual forma, considerando los datos recogidos, se identificaron las categorias de uso
principales tales como afecciones del sistema digestivo, respiratorio, dolores no definidos y
afecciones del sistema reproductor femenino y embarazo con pesos de entrada de 29, 28, 16 y 13

respectivamente.
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Figura 15

Analisis de Redes Sociales de los usos medicinales de las especies de Clinopodium en América Latina.
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De acuerdo a la literatura, los productos naturales obtenidos a través de la vegetacion se
han utilizado como fuente para tratar, curar y prevenir enfermedades. Como es conocido el uso de
sustancias naturales es una tradicion centenaria que ha hecho posible el descubrimiento de mas del
50% de todos los suministros medicos modernos. En diversas investigaciones las plantas
superiores han demostrado ser una fuente potencial de nuevos agentes terapéuticos (Benites et al.,
2021; Opalchenova & Obreshkova, 1999; Sarac & Ugur, 2007; Rossi et al., 2007; Bensouici et al.,
2013; Kitic et al., 2005).

Respecto a los resultados, entre las especies medicinales de Clinopodium mas utilizadas en
Latinoamérica se encuentra C. gilliesii, también conocida como hierba del amor, oreganillo o
hierba del pajarito. Es ampliamente utilizada en Perd, Argentina, Chile, Ecuador y Bolivia; para
tratar multiples desordenes gastrointestinales tales como nauseas, vomito, inapetencia, dolores de
estomago, indigestion por frio, ademas acta como purgante, colerético y carminativo (Barbieri et
al., 2016b; Carvajal et al., 2017; Ceballos S., 2014).

De igual forma, otros autores mencionan que sirve para atender problemas de esterilidad
femenina, menopausia, sintomas menstruales, dolores de embarazo y post parto. Ademas, es usada
como un afrodisiaco para la disfuncion eréctil y potenciar la libido en hombres. Por otra parte, se
utiliza también como terapia para el mal de altura, dolores de cabeza, curar el empacho, dolores
cardiacos, agotamiento fisico, contusiones y hernias (Hurrell, 2018; Paco et al., 2018; Puentes J.;
Arenas P., 2020).

Del mismo modo, C. odorum también llamada mufia-mufia, saviolora, peperina o piperina,
es otra de las especies mas utilizadas principalmente en Bolivia y Argentina como sefialan varios
autores (Ariza et al., 2009; Carboné-Delahoz & Dib-Diazgranados, 2013; Decarlini, 2018). Esta

especie se aplica con fines terapéuticos tales como anticatarral, antiespasmodico, laxante
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estomacal, vermigugo, carminativo, antidcido, diurético, soporifero, astringente. Ademas, es
aprovechada en el tratamiento de célicos, supresion menstrual, trabajo de parto, dolores de cabeza,
dolores de estomago y mal de altura (Marina Richeri, Maria B. Cardoso & Ana H. Ladio, 2013;
Robert & Manrique, 2017; Vazquez et al., 2014).

Por su parte, varias investigaciones destacan que Khoa o C. bolivianum presenta multiples
propiedades medicinales que incluyen el tratamiento de enfermedades respiratorias, presion alta,
anemia, diabetes, varices, artritis (Ajacopa et al., 2021; Ariza et al., 2009; Herrera et al., 2015;
Justo-chipana & Moraes R., 2015). Igualmente, se utiliza para tratar problemas gastricos como son
gastritis, indigestion, naduseas, diarrea. También sirve como antirreumatico, abortivo y para
cuidados neonatales y pediatricos (Mamani, 2014; Maldonado, C., Paniagua-Zambrana, N.,
Bussmann, R., Zenteno-Ruiz, F., 2020).

En base a los resultados, queda claro que las especies de Clinopodium se utilizan
principalmente para el tratamiento de afecciones de los sistemas digestivo y respiratorio; sin
embargo, para que estas plantas puedan usarse de manera segura para la prevencién y terapia de
algunos malestares, es necesario determinar la toxicidad de los componentes activos, sus efectos
secundarios y propiedades farmacocinéticas. Adicionalmente, no existen recomendaciones
oficiales ni control en cuanto a la comercializacion de estas plantas en los mercados e internet
(Mohammadi et al., 2014; Ruiz et al., 2010). Por esto, seria importante realizar un seguimiento en
cuanto a su venta y consumo en América Latina.
4.2.1.2 Consumo de las especies medicinales de Clinopodium en Latinoamérica

La Figura 16 presenta un diagrama de puntos respecto a las técnicas de formulacion,
seccion de la planta utilizada y pais de Latinoamérica en que se usan las especies medicinales de

Clinopodium. En este grafico de dispersion, las formas de preparacion se representan con colores,
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mientras que las partes de la planta utilizada estan constituidas por simbolos. Los resultados
muestran que los métodos mas utilizados son aquellos que tienen un tratamiento previo, entre ellos
se encuentran coccion y bebida, coccion y emplastos y coccion y lavado.

Por el contrario, las que se usan en menor proporcion son las técnicas de aplicacion sin
ningun tipo de tratamiento como es el caso de la frotacion u otras aplicaciones. Respecto a los
paises en que se aplican estas especies medicinales Per(, México y Argentina son los que hacen
mayor uso de Clinopodium con fines curativos. De igual forma, se determiné cuéles son las partes
de las plantas que mas se aprovechan siendo las hojas y las ramillas los componentes de las
especies mas usados para el tratamiento de afecciones. Se evidenci6 divergencia entre las variables

analizadas (P=313,32; gl=90; p<0,0001) Anexo 11.
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Figura 16

Diagrama de dispersion de las formas de preparacion, parte de la planta utilizada y pais de uso de las especies medicinales de

Clinopodium en América Latina.
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En cuanto a salud publica, los paises en desarrollo presentan algunos desafios que incluyen
la disponibilidad limitada de medicamentos y deterioro progresivo de la salud poblacional. Debido
a esto, la medicina tradicional sigue siendo fundamental en regiones como América Latina (Benites
et al., 2021; Rajbhandari et al., 2009; Opalchenova & Obreshkova, 1999). Considerando los datos
obtenidos de las referencias bibliograficas seleccionadas, las plantas de Clinopodium son
mayormente usadas en Pert, México y Argentina con fines terapéuticos (Hurrell, 2018; Puentes
J.; Arenas P., 2020; Ceballos S., 2014).

Considerando las referencias bibliograficas, de las 16 especies mencionadas en la
bibliografia en Per( se utilizan 8, en Méxio 7 y en Argentina 6 especies. Siendo las mas empleadas
C. gilliesii, C. bolivianum, C. brownei (Ajacopa et al., 2021; Arenas P., 2020; Ariza et al., 2009;
Hurrell, 2018; Justo-chipana & Moraes R., 2015). Por el contrario, en las regiones de Chile y
Colombia se evidencié menos aplicaciones medicinales de las especies de este género.

En la regién latinoamericana las practicas medicinales son diversas y cuentan con una larga
historia de conocimientos que se han transmitido de generacidén en generacion. En ese mismo
contexto, las partes de las plantas que se utilizan y las formas de preparacion de especies
medicinales varian en funcion de la especie o tradicion local (Trevizan et al., 2020; Sarac & Ugur,
2007).

En lo que respecta a fracciones de las plantas de Clinopodium que mas se utilizan para el
tratamiento de malestares en la regién de América Latina, las ramillas y hojas son las que
mayormente se aprovechan, por el contrario, las que se usan en menor medida son el tallo y la raiz
tal como se demuestra en la figura 18 (Ajacopa et al., 2021; Hurrell, 2018; Maria B. Cardoso &

Ana H. Ladio, 2013; Ariza et al., 2009; Herrera et al., 2015; Decarlini, 2018).
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Por otra parte, las formas de preparacion mayormente aplicadas en el uso de plantas
medicinales de Clinopodium en América Latina, fueron aquellas que tuvieron un tratamiento
previo tales como coccion y bebida, coccion y emplastos y coccion y lavado (Paco et al., 2018;
Robert & Manrique, 2017; Puentes J.; Arenas P., 2020; Vazquez et al., 2014; Carbond-Delahoz &

Dib-Diazgranados, 2013).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e Las plantas del género Clinopodium presentan compuestos de caracter mono y sesquiterpénicos,
la mayor parte de AE exhibieron una mayor concentracion de monoterpenos en un rango de 25
— 90 % seguida de una fraccion sesquiterpénica menor de 5 — 25 % del total del aceite.
Considerando los estudios incluidos en la investigacion, se atribuyeron las diferencias
observadas en el perfil quimico de las especies analizadas a variaciones genéticas y variedades
boténicas.

e Las variables de altitud y temperatura en el rendimiento de los AE de las plantas de
Clinopodium. De acuerdo a la evidencia bibliogréafica, la altitud predominante en las zonas de
recoleccion fue de 200 — 600 m, por otra parte, la temperatura del area de obtencidn de muestras
que se registrd con mayor frecuencia fue de 20 °C. Estas circunstancias resultaron beneficiosas
para el desarrollo de las plantas y la eficiencia en su rendimiento que exhibié un intervalo de
0.40 — 3.33 %.

e Considerando los datos recogidos en los estudios evaluados, las técnicas DPPH y ABTS fueron
las mas utilizadas para estimar el potencial antioxidante de los AE de las plantas de
Clinopodium, estos ensayos mostraron valores de 1C50 de 0.0069 — 2.28 mg/ml. De forma
similar, los compuestos predominantes en las sustancias aromaticas de este género fueron
pulegona, piperitenonay oxido de piperitenona compuestos que exhiben potencial antioxidante.

e Las esencias de Clinopodium muestran propiedades antimicrobianas frente a bacterias
grampositivas, gramnegativas y hongos. Esta actividad esta relacionada a la composicién

quimica de estas especies, en las que predomind pulegona, carvacrol, mentona y limoneno,
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compuestos que muestran potencial bactericida y antifungico de acuerdo a la informacion
recogida. Respecto a los ensayos aplicados en las publicaciones, el método de dilucion utiliza
menor cantidad de muestra para un mayor nimero de repeticiones, por lo que se utilizd mas que
el metodo de difusion.

e Per(, México y Argentina hacen mayor uso de las plantas medicinales de Clinopoidum, siendo
C. gilliesii, C. odorum, C. bolivianum y C. brownei las mas empleadas para malestares del
sistema digestivo, respiratorio y afecciones del sistema reproductor femenino y embarazo. Las
formas de preparacién que més se aplican son coccidn y bebida, coccidén y emplastos y coccion
y lavado.

5.2 Recomendaciones

e Plantear un proyecto de metaandlisis sobre la constitucion quimica y bioactividad de los AE de
las plantas de Clinopodium, que incluya uUnicamente informacion cuantitativa y que haga
posible establecer la relacion entre ambas variables.

e Realizar investigaciones sobre las interacciones de sinergia y antagonismo que se presentan
entre los componentes que constituyen un aceite esencial para establecer si la bioactividad se
debe a los compuestos predominantes.

e Desarrollar un documento que registre informacién ancestral en las regiones de Latinoamérica
que aplican conocimientos referentes a los usos medicinales de las especies de Clinopodium,
para establecer un control en cuanto a la comercializacion y venta de estas plantas,

principalmente en los mercados y otros medios que hacen posible su obtencion.
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Anexo 1

Estadistico de prueba para el Analisis de Componentes Principales.

CP1(X) CP2(Y) CP1

CP2

Variables % % Esperado  Esperado ¥2CP1 12CP2
Rendimiento 17 91
(%ov/p) 32,667 45,667 7,514 45,002
Altitud (m) 73 44 32,667 45,667 49,799 0,061
Temperatura 8 2
(T °C) 32,667 45667 18,626 41,754
Sumatoria 32,667 45,667 12
Tabulado 5.991 N=3
p value
0.05 3,24E-17 1,405E-19 gl=2
Anexo 2

Variables tomadas en cuenta para el Andlisis de Componentes Principales.

Especie Reg)i)lr\?/:)e)n to Al(t'n:;J d Temperatura (C°)

C. ascendens 2.26 2000 15
C. albanicum 0.88 800 20
C. bolivianum 0.27 1200 20
C. brevifolium 0.13 400 5
C. dalmaticum 1.11 400 20
C. darwinii 0.39 400 15
C. gilliesii 1.20 400 20
C. gilliesii 0.15 4000 5
C. gilliesii 0.57 1200 20
C. hortense 2.05 400 20
C. grandiflorum 1.20 800 20
C. montanum 0.40 400 25
C. montanum 0.48 3200 20
C. menthifolium 0.75 400 20
C. nepeta 1.40 400 25

C. nepeta 2.10 400 20

C. nepeta 1.30 400 10

C. nepeta 0.36 400 20

C. nepeta 1.18 400 20
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Anexo 3

C. nepeta 1 400 20
C. nepeta 2.66 400 20
C. nepeta 0.30 400 20
C. nepeta 0.60 400 20
C. nepeta 0.80 2000 15
C. nepeta 1.20 400 20
C. nepeta 0.60 400 20
C. nubigenum 1.42 2800 15
C. nubigenum 2.20 2000 15
C. nubigenum 0.91 2800 15
C. sericeum 0.25 2800 15
C. suaveolens 0.42 400 20
C. taxifolium 0.73 2400 15
C. vulgare 0.75 1200 20
C. vulgare 0.20 400 25
C. vulgare 0.30 400 25
Estadistico de prueba para el Analisis de Conglomerados.
Conglomerado  SSCD N silhouette
1 0 1 0
2 0 1 0

3 3,94 8 0,15

4 2,11 3 0,29

5 0,39 4 0,81
p=0,043

Anexo 4

Grupos de componentes totales de las especies evaluadas en las investigaciones incluidas en la

revision sistematica.

Hidrocarburos Monoterpenos Hidrocarburos Sesquiterpenos
monoterpénicos oxigenados sesquiterpénicos oxigenados
B-Ocimeno Fenchona a-Copaeno Espatulenol
a-Felandreno Borneol a-Farneseno trans-Davanona
a-Pineno Carvona a-Humuleno Elemol
a-Tujeno Carvacrol a-Cariofileno trans-Nerolidol
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a-Terpineno
B-Felandreno
B-Mirceno
B-Pineno
B-Terpineno
y-Terpineno
p-Cimeno
trans-p-Ocimeno
cis-B-Ocimeno
Canfeno
Limoneno
Mirceno
Sabieno
Terpinoleno
Tricicleno
3-Octanol
0-Cimeno
a-Copaeno
4-Careno
D-Limoneno
2-Careno
1-octen-3-ol
1,8 - Cineol
Crisantenona
6-3-Careno
n-Octanol
a-Mirceno
trans-2-Hexenal
Eucaliptol
[-Sabineno
Ciclohexanol
Cimen-8-ol
Hexenal
a-Terpinoleno
Hidrato de
sabineno
Hidrato de
canfeno
2-Butanona

O-cimen-5-ol

Mentona
Pulegona
Linalool
Mirtenal
Piperitenona
Isomentona
Isopulegona
Eucarvona
Timol

Mirtenol
Piperitona
Alcanfor
Geraniol
Geranial
4-Terpineol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
B-Terpineol
p-Cimeno-8-ol
pB-Linalool
cis-Mentona
trans-Mentona
cis-Piperitol
trans-Verbenol
trans-Carveol
trans-Piperitol
Oxido de cis-carvona
neo-Isopulegol
cis-lsopulegona
trans-Isopulegona
iso-Isopulegol
neoiso-lsopulegol
cis-Carveol
Isopiperitona

Oxido de piperitona

Oxido de limoneno

cis-Oxido de piperitona

trans-Oxido de
piperitona
2-Hidroxipiperitona
cis-Dihidrocarvona
trans-Tujona
p-ment-3-en-8-ol

B-Cariofileno
B-Cubebeno
B-Elemeno
-Bourboneno
B-Bisaboleno
B-Copaeno
B-Curcumeno
B-Selineno
B-Gurjuneno
y-Muuroleno
y-Cadineno
d8-Amorfeno
6-Cadineno
d-Elemeno
D-Germacreno
Aromadendreno
Biciclogermacreno
Valenceno
Alo-aromadendreno
Leden-viridifloreno
Cariofileno
Acetato de carvacrol
Acetato de timol
Viridifloreno
Naftaleno
Isosativeno
Calareno
cis-Jasmona
trans-Jasmona
cis-Cariofileno
trans-Cariofileno
y-Imacheleno
trans-B-Guaieno
trans-Calameneno

cis-Calameneno

a-Cadineno
a-Calacoreno
eter cis-Cadineno

a-Corocaleno
epi-a-Cadinol
Cadaleno

z-Cariofileno

10-epi-y-Eudismol
a-Eudesmol
epi-Ciclocolorenona
Maalinen
B-Eudesmol
B-Bisabolol
Nerolidol
B-Opopenona
Oxido de humuleno
Ledol

Globulol

Cubenol

a-Cadinol

Ascabin
iso-Espatulenol
Guaiol

B-Atlantol
1-epi-Cubenol
1,10-di-epi-Cubenol
Longifolol
E-isovalencenol
epi-a-Cadinol
E-Fitol

E-Nerolidol
Vulgarona B
-Bisabolenol
Acetato -eudesmol
Acetato o-eudesmol
Octadecano
Hexadecanol
Nonadecano
Eicosano
Heneicosano
Docosano

Tricosano

Tetracosano
Pentacosano
Hexacosano

Heptacosano
Octacosano
Nonacosano
n-Heptadecado
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Mentofurano
3-Decanona
Eucaliptol

Citronelol

Epdxido de cis-
piperitona
Isopiperitenona
Terpineol
3-Ciclohexen-1-ol
1-Isopropil

2,6 Octadien-1-ol
Fenol

Nerolidol

Cimen-8-ol

Canfor

1,6 Octadinen-3-ol
Sabineno cis-hidrato
Sabineno trans-hidrato
Mentol

Oxido de piperitenona

Isomentol

iso-Italiceno
Pinocarvona
3-Pinanona

Acetato de
dihidrocarveol
Hidrato de canfeno
Acetato de linalilo
Bornil acetato

Oxido de cis-linalool
Oxido de trans-linalool
Neomentol
Carvenona

Neral

Acetato de nonilo
Iso-mentona

Acetato de 3-octanol
Acetato de santolinilo

Acetato de trans-carvilo

Acetato de octanol
Acetato de citronelilo
Acetato de nonanilo

Acetato de trans-
sabinilo

trans-p-Farneseno
cis-pB-Farneseno
iso-Cariofileno
E-Cariofileno
Epdxido de alo-
aromadendreno
Germacren-D-4-ol
cis-Calameno
B-Dihidroagarofurano
Ciclohexanona
Calameno
Tetradecano
Zonareno
B-Calacoreno
a-Colacoreno
a-Ylangeno
trans-nerolidol
trans-a-farneseno
B-longipineno
trans-p-damascona

1,6-ciclodecadieno

1,4,7-cicloundecatrieno
Caparratrieno
Humuleno

trans-a-Bisaboleno

Ciclohexano

2,4,6-Octatrieno
1,4-Benzenediol

trans-geraniol

Heptadecano

Epdxido de iso-aromadendreno

n-Octadecano
10-epi-Cubelol
10-epi-Cubenol
Oxido de cariofileno

1,6-Germacraden-5-ol

t-Muurolol
t-Cadinol
Polustrol
Viridiflorol
Fitol

Imidazol
a-Muurolol
Mostakona
Cadaleno
Oxido de p-cariofileno
B-Acoradienol
a-Acorenol
Tridecano
Pentadecanona
14-hidroxi-a-
muuroleno
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Acetato de isobornilo
trans-Mirtanol
Cuminaldeido
Dihidrolinalool
Acetato de bornilo
Acetato de timol

Epodxido de trans-piperitona

Acetato de mirtenilo
Eter metilico de timol
Eter metilico de
carvacrol

Acetato de geranilo
Crisantenona

Acetato de mentilo
Acetato de neomentilo
Diosfenol
Dihidroneocarveol
Acetato de terpinilo
Estragol

Acetato de pinocarvilo
Acetato de nerilo
Acetato de 3-octanilo
Benceno
trans-Pinocarveol
trans-hidrocarvona
trans-pulegona
Acetato de B-terpinilo
Eugenol

Furazano

Isoborneol

Citronelal

Acetato de timilo
Acetato de carvacrilo
trans-pinan-2-ol
Ciclopropano

129



Anexo 5
Estadistico de chi cuadrado para los compuestos principales de los AE de Clinopodium respecto

a la actividad antioxidante.

ID Observados Esperados x2
Pulegona 16 6,455 14,117
Piperitenona 9 6,455 1,004
Oxido de piperitenona 8 6,455 0,370
Carvacrol 7 6,455 0,046
Isopulegona 6 6,455 0,032
Oxg?se‘fﬁgg‘s 5 6,455 0,328
Piperitona 4 6,455 0,933
Timol 4 6,455 0,933
Germacreno-D 4 6,455 0,933
B-Cariofileno 4 6,455 0,933
Sabineno 4 6,455 0,933
Sumatoria 20,563 x2
Tabulado 18,307 N=11
pgfg‘;e 0,038187204  gl=10

Anexo 6
Estadistico de chi cuadrado para los compuestos principales de los AE de Clinopodium respecto

a la actividad antimicrobiana.

ID Observados  Esperados 12
Pulegona 22 7,5 28,033
Carvacrol 14 7,5 5,633
Limoneno 8 7,5 0,033
Mentona 8 7,5 0,033

Oxido de piperitenona 8 75 0,033
Oxido de piperitona 8 75 0,033
Piperitenona 8 7,5 0,033
y-Terpineno 8 7,5 0,033
p-Cimeno 6 7,5 0,300
Timol 6 7,5 0,300
Cis-isopulegona 4 7,5 1,633
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Germacreno-D 4 7,5 1,633
Isomentona 4 7,5 1,633
Isopulegona 4 7,5 1,633
Linalool 4 7,5 1,633
Sabineno 4 7,5 1,633
Sumatoria 44,267 x2
Tablulado 24,996 N=16
p value 0.05 0,000179658  gl=15

Anexo 7

Estadistico de chi cuadrado para las especies medicinales de Clinopodium més utilizadas en

América Latina.

ID

Observados Esperados 12

Clinopodium gilliesii
Clinopodium odorum
Clinopodium bolivianum
Clinopodium brownei
Clinopodium nubigenum
Clinopodium sericeum
Clinopodium brevicalyx
Clinopodium pulchellum
Clinopodium mexicanum
Clinopodium darwinii
Clinopodium macrostemum
Clinopodium taxifolium
Clinopodium revolotum
Clinopodium breviflorum
Clinopodium striatum
Clinopodium nepeta

30
24
24
22
16
16
14
14
12
12
10
10
8

6
6
6

14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375
14,375

16,984
6,445
6,445
4,045
0,184
0,184
0,010
0,010
0,392
0,392
1,332
1,332
2,827
4,879
4,879
4,879

Sumatoria 55,217
Tabulado 24,996

pvalue

0.05

0,000003

3

Y2

N=16

gl=15
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Anexo 8

Parametros para determinar los usos medicinales de Clinopodium en Latinoamérica.

Parametro Respuesta

Lugar de origen de la muestra Ecuador, Bolivia, Pert, Chile, Argentina,

México, Colombia

Parte de la planta utilizada Planta completa, hojas, ramillas, tallo y raiz

Forma de preparacion Procesados: coccién y bebida, coccion y lavado,
coccién y aromaterapia, coccion y emplastos,
macerado y masaje. No procesados: frotacion y

otras aplicaciones

Anexo 9

Categorias de los usos medicinales de Clinopodium en Latinoamérica.

Categorias de uso

Afecciones del sistema digestivo

Afecciones del sistema respiratorio
Afecciones del sistema reproductor femenino y embarazo

Afecciones y dolores no definidos
Afecciones del sistema circulatorio

Afecciones del sistema urinario

Afecciones de la piel
Afecciones del sistema locomotor
Afecciones del sistema nervioso
Afecciones del sistema reproductor masculino
Afecciones nutricionales y metabdlicas
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Anexo 10

Subcategorias de los usos medicinales de Clinopodium en Latinoamérica.

Categorias de uso

Subcategorias de uso

Afecciones y dolores no

definidos

Analgésico

tratar el prolapso

tratar las hernias

tratar el soroche (mal aire)

tratar el mareo

tratar el apunamiento (mal de altura)
tratar el agotamiento fisico

tratar el susto o espanto

tratar las contusions

tratar el dolor de cabeza

tratar el pie de atleta

tratar la tifia

tratae el estrés

tratar la depression

tratar la caspa

tratar la caida del cabello

tratar el malestar por cambios climaticos
tratar las infecciones en las ufias
tratar el dolor de muelas

Afecciones del sistema

digestivo

Laxante

Antiacido

Vermifugo

Carminativo
Desinflamante
Colerético

Digestive

tratar la indigestion
tratar la gastritis

tratar el empacho

tratar la diarrea

tratar la disenteria
tratar las Ulceras

tratar la inapetencia
tratar el vémito

tratar los calculos biliares
tratar el dolor estomacal

Abortivo
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Afecciones del sistema
reproductor femenino y
del embarazo

Emenagogo

supresion menstrual

tratar los colicos

tratar la menopausia

tratar la esterilidad femenina

tratar los sintomas menstruales

facilitar el parto

aliviar los dolores postparto y embarazo
facilitar cuidados neonatales y pediatricos

Afecciones del sistema
respiratorio

Anticatarral

Antigripal

Antitusigeno

Antifebrile

Expectorante

tratar el resfriado

tratar la bronquitis

tratar el asma

tratar la congestion de la garganta
Tos

Afecciones del sistema
circulatorio

regular la presion

limpiar la sangre

tratar la anemia

tratar el dolor cardiaco
tratar la presion arterial alta

Afecciones de la piel

Astringent

tratar las varices

tratar el acne

tratar alergias

tratar problemas cutaneos

Afecciones del sistema
locomotor

Antiespasmadico

tratar los dolores musculares
Antirreumatico

tratar la artritis

Afecciones del sistema

Tranquilizante

nervioso Sedanfe
Soporifero
Afecciones del sistema  Afrodisiaco
reproductor masculino tratar la disfuncion eréctil
Afecciones del sistema  Diurético

urinario eliminar el acido Urico
Afecciones nutricionales ]
L y Diabetes
metabdlicas
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Anexo 11
Estadistico de prueba para el diagrama de dispersion.

a. Prueba de Cochran — Mantel — Haenszel

Estadisticos corregidos por efecto de estrato
Prusba de Cochran-Mantel-Hasns=el1l
Estadistico gl P

313.32 90 <0.0001

Anexo 12

Variables para identificar la composicion quimica de los AE de las especies de Clinopodium.

Parametro Respuesta
Lugar de origen de la muestra Europa, América, Asia, Africa.
Parte de la planta utilizada Partes aéreas (hojas, ramillas y flores).
Condiciones climéticas Calido-seco, frio-seco, calido-himedo.
Método de extraccion del AE Hidrodestilacion, destilacién por arrastre de
vapor.
Método de anélisis del AE GC-FID, GC-MS

Anexo 13
Variables para determinar las propiedades bioldgicas (antioxidante y antimicrobiana) de los AE

de Clinopodium.

Parametro Métodos Medida de respuesta
Cuantificacion de la DPPH, ABTS, B-caroteno/ac. 1C50, EC50 mg/ml, % de
actividad antioxidante  Linoleico, FRAP, CUPRAC. inhibicion, zona de retencion

de color mm.
Cuantificacion de la Método de difusion y método de Zona de inhibicién (mm)y
actividad dilucién. MIC (ug/ml).

antimicrobiana

135



Anexo 14

Microorganismos evaluados respecto a la actividad antimicrobiana de los AE de Clinopodium.

Gram negativas

Gram positivas

Hongos

Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Salmonella enteritidis
Pseudomonas fluorescens
Proteus mirabilis
Enterobacter aerogenes
Campylobacter jejuni
Agrobacterium tumefaciens
Enterobacter intermedius
Erwinia caratovora
Erwinia chrysanthemi
Pseudomonas cichorii
Pseudomonas corrugate
Salmonella typhi
Pseudomonas syringae
Ralstonia solanacearum
Xanthomonas axonopodis
Xanthomonas vesicatoria
Klebsiella oxytoca
Pseudomonas stutzeri
Stenotrophomonas
maltophilia
Chryseomonas luteola
Agrobacterium tumefasciens
Helicobacter pylori
Salmonella typhimurium
Yersinia enterocolitica
Proteus vulgaris

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Streptococcus pneumoniae
Bacillus cereus
Micrococcus luteus
Streptococcus mutans
Enterococcus faecalis
Streptococcus pyogenes
Listeria monocytogenes
Bacillus pumilus
Clavibacter michiganensis
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus faecium
Streptococcus sanguinis
Bacillus amyloliquefaciens
Enterococcus faecium
Clostridium perfringens
Sarcina lutea

Candida albicans
Aspergillus niger

Botrytis cinérea
Trichophyton mentagrophytes
Penicillium roqueforti
Saccharomyces cerevisiae
Aspergillus fumigatus
Aspergillus restrictur
Penicillium chrysogenum
Acremonium chrysogenum
Aspergillus flavus
Aspergillus terreusm
Microsporum canis
Microsporum gypseum
Trichophyton rubrum
Cryptococcus neoformans
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Anexo 15

Composicién quimica de los AE de las especies de Clinopodium.

Nombre
cientifico

Grupos de
componentes
totales (%)

Componentes
principales (%)

Referencias

C. ascendens

C. albanicum

C. bolivianum

C. bolivianum

C. brevifolium

C. dalmaticum

C. darwinii

C. gilliesii

Monoterpenos
oxigenados
(93.20%)

Monoterpenos
oxigenados
(72.90%)

Hidrocarburos
sesquiterpénicos
(67.40%)

Hidrocarburos
sesquiterpénicos
(38.90%)

Monoterpenos
oxigenados
(89.55%)

Monoterpenos
oxigenados
(74.55%)

Monoterpenos
oxigenados
(72.40%)

Monoterpenos
oxigenados
(74%)

Cis-isopulegona
(75.20), pulegona
(6.90), neoiso-
isopulegol (6)
Oxido de
piperitenona
(38.73), pulegona
(13.43),
piperitenona (9.72)

Isomentona (33),
pulegona (25.30),
1,8-cineol (7.30)
y-Terpineno
(15.40), trans-
cariofileno (10.20),
B-selineno (8.90)

Oxido de trans-
piperitona (41.37),
oOxido de
piperitenona
(34.47),
piperitenona (6.67)
Oxido de
piperitenona
(41.77), pulegona
(15.94),
piperitenona
(10.19)

Oxido de
piperitenona
(61.20),
germacreno-D
(7.30), trans-
cariofileno (6.30)
Pulegona (19.20),
oOxido de
piperitenona
(14.70),
isopulegona (12)

(Rodrigues, 2007)

(Marinkovi¢ et
al., 2002)

(Dambolena.,
2009)

(Viturro et al.,
2000)

(Popovic-
Djordjevi¢ et al.,
2019)

(Marinkovi¢ et
al., 2002)

(Retta, 2016)

(Barbieri et al.,
2016)

137



C. gilliesii
C. gilliesii
C. gilliesii
C. gilliesii
C. hortense
C. hortense
C. hortense

C. grandiflorium

C. montanum

C. montanum

C. montanum

C. montanum

Monoterpenos
oxigenados
(97.85%)

Monoterpenos
oxigenados
(96.10%)

Monoterpenos
oxigenados
(85.70%)

Monoterpenos
oxigenados
(88.50%)

Monoterpenos
oxigenados
(68.95%)

Monoterpenos
oxigenados
(83.04%)

Monoterpenos
oxigenados
(69.15%)

Monoterpenos
oxigenados
(62.25%)

Monoterpenos
oxigenados
(79.19%)

Hidrocarburos
monoterpénicos
(40.30%)

Monoterpenos
oxigenados
(59.90%)

Hidrocarburos
monoterpénicos
(64.80%)

Pulegona (93.88),
isopulegona (3.08),
mentofurano (0.55)
Piperitona (46),
Oxido de
piperitenona
(49.30), p-
bourboneno (0.40)

Oxido de piperitona

(69.80),
piperitenona (5.60),
pulegona (4.40)

Piperitona (34.90),
piperitenona
(27.30), epoxido de
cis-piperitona (15)

Carvacrol (67), y-
Terpineno (15.30),
p-cimeno (6.73)
Carvacrol (79.10),
y-Terpineno (9.05),
p-cimeno (3.14)
Timol (48.58), o-
cimeno (16.91),
carvacrol (5.19)
Timol (19.81),
ciclopropano
(19.77),

ciclohexano (18.66)

Carvacrol (24.46),
linalool (17.94),
hidrato de cis-
sabineno (14.61)

p-Cimeno (31.60),
timol (29.60), y-
terpineno (8.70)

Carvacrol (56.82),

y-terpineno (10.03),

p-cimeno (9.83)

Timol (53.40), y-
Terpineno (14.90),
carvacrol (6.70)

(Carvajal et al.,
2017)

(Dambolena.,
2009)

(Viturro et al.,
2000)

(Luna et al., 2008)

(Mihajilov-Krstev
et al., 2009)

(Gormez et al.,
2015)

(Mohammadi et
al., 2014)

(Zeynalova et al.,
2018)

(Mihajilov-Krstev
etal., 2014)

(Stefanini et al.,
2006)

(Panizzi et al.,
1993)

(Perrino et al.,
2021)
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. menthifolium

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

Monoterpenos
oxigenados
83.10%)

Monoterpenos
oxigenados
(94.60%)

Monoterpenos
oxigenados
(85.18%)

Monoterpenos
oxigenados
(85.13%)

Monoterpenos
oxigenados
(96%)

Monoterpenos
oxigenados
(91.86%)

Monoterpenos
oxigenados
(51.20%)

Monoterpenos
oxigenados
(72.80%)

Hidrocarburos
sesquiterpénicos
(39.70%)

Monoterpenos
oxigenados
(78.80%)

Monoterpenos
oxigenados
(79.69%)

Oxido de cis-
piperitona (69.20),
mentona (5.50),
hidrato de cis-
sabineno (2.80)

Pulegona (39.50),
neomentol (33),
isomentona (19.60)

Cis-isopulegona
(66.50), pulegona
(11.60), limoneno
(2.70)

Pulegona (73.44),
isomentona (7.90),
oxido de cis-
piperitona (2.28)
Piperitenona
(42.50), piperitona
(36.60), pulegona
(9.70)

Trans-mentona
(50.06), pulegona
(33.46), limoneno
(3.60)

Pulegona (31.70),
espatulenol (20),
isomentona (12.70)

Isopulegol (22.60),
isopulegona
(20.50), 1,8-cineol
(18.30)
1,10-di-epi-Cubenol
(18.50), epdxido de
alo-aromadedreno
(11.40), timol
(7.70)

Pulegona (49),
mentona (21.50),
isomentona (8.30)
Oxido de cis-
piperitona (48.66),
oxido de cis-
piperitenona
(22.08), limoneno
(13.51)

(Kitic et al., 2001)

(Kerbouche et al.,
2013)

(Bensouici et al.,
2013)

(Nebiaet al.,
2018)

(Cavar et al.,
2013)

(Khodja et al.,
2018)

(Hodaj-Celiku et
al., 2017)

(Arantes et al.,
2017)

(Mancini, 2013)

(Rossi et al.,
2007)

(Gormez et al.,
2015)
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. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

. nepeta

Monoterpenos
oxigenados
(86.80%)

Monoterpenos
oxigenados
(94.30%)

Monoterpenos
oxigenados
(85.40%)

Monoterpenos
oxigenados
(71.79%)

Monoterpenos
oxigenados
(83.90%)

Monoterpenos
oxigenados
(93.80%)

Monoterpenos
oxigenados
(91.05%)

Monoterpenos
oxigenados
(85.45%)

Monoterpenos
oxigenados
(90.60%)

Monoterpenos
oxigenados
(69.6%)

Monoterpenos
oxigenados
(67.10%)

Monoterpenos
oxigenados
(68.10%)

Pulegona (37.50),
mentona (17.60),
piperitenona (15)

Pulegona (75.50),
oOxido de
piperitenona (6),
mentona (5.30)
Isopulegol (51.60),
isopulegona
(17.20), 1,8-cineol
(11.90)

Oxido de piperitona

(59.07), limoneno
(9.05), 4-terpineol
4.77)

Pulegona (40.50),
mentona (23.60),
piperitona (5.30)
Pulegona (41),
mentona (32),
piperitona (7.30)
Pulegona (34.98),

neomentol (30.61),
mentona (17.12)

Mentona (52.70),
pulegona (9.10),
neomentol (7.80)
Pulegona (42),
piperitenona

(40.90), isomentona

(5.80)

Carvona (46.70),
limoneno (24.60),
pulegona (22.10)

Oxido de
piperitenona
(47.80), limoneno
(18.60), 6xido de
piperitona (13.90)

Pulegona (46),
mentona (9.82), d-
limoneno (6.40)

(Kitic et al., 2002)

(Kitic et al., 2005)

(Vieiraetal.,
2017)

(Miladinovi¢ et
al., 2012)

(Sarer et al.,
1998)

(Couladis, 2001)

(Velasco et al.,
1996)

(Cozzolino et al.,
2000)

(Akgul et al.,
1991)

(Nickavar &
Mojab, 2005)

(Oztiirk et al.,
2011)

(Panizzi et al.,
1993)
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. nepeta

. nepeta

. nubigenum

. nubigenum

. nubigenum

. nubigenum

. sericeum

. suaveolens

. taxifolium

. vulgare

. vulgare

. vulgare

Monoterpenos
oxigenados
(77%)

Monoterpenos
oxigenados
(88.70%)

Monoterpenos
oxigenados
(78.06%)

Monoterpenos
oxigenados
(63.23%)

Monoterpenos
oxigenados
(78.20%)

Monoterpenos
oxigenados
(72.20%)

Hidrocarburos
sesquiterpénicos
(40.50%)

Monoterpenos
oxigenados
(84,75%)

Monoterpenos
oxigenados
(50.88%)

Hidrocarburos
monoterpénicos
(53.50%)

Hidrocarburos
monoterpénicos
(48.15%)

Hidrocarburos
sesquiterpénicos
(43.80%)

Oxido de piperitona
(51.70), 6xido de
piperitenona
(23.40), timol
(3.60)

Pulegona (80.80),
limoneno (7.5),
mentona (3.9)

Acetato de
carvacrol (40.95),
carvacrol (21.21),
pulegona (6.09)

Pulegona (37.11),
mentona (11.57),
linalool (7.31)
Acetato de carvacril
(38.10), carvacrol
(29), p-cimeno
(6.60)

Timol (36.90),
carvacrol (16.70),
pulegona (10.80)

Germacreno-D
(15), B-cariofileno
(13.80), sabineno
(11.20)
Trans-pulegona
(76.46),
isopulegona (7.78),
linalool (0.51)

Eter metilico de
carvacrol (18.90),
carvacrol (13.90),
acetato de
carvacrilo (11.35)

Timol (38.90), y-
terpineno (29.60),
p-cimeno (9.10)

Germacreno-D
(18.12), B-pineno
(16,04), sabineno
(10.19)
Germacreno-D
(19.40), 6xido de
piperitona (11.40),
B-cariofileno
(10.40)

(Debbabi, 2020)

(Bozovi¢ et al.,
2017)

(Paco et al., 2018)

(Gilardoni, 2011)

(Ruiz et al., 2010)

(Hesham., 2008)

(Benites et al.,
2021)

(Perrino et al.,
2021)

(Morocho et al.,
2018)

(Tepe et al., 2007)

(Mohammadi et
al., 2014)

(Kokdil et al.,
1998)
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Sesquiterpenos  Vulgarona-B

C. vulgare oxigenados (24.40), acetato de
(43.40%) santolinilo (10.20),

a-muuroleno (6)

(Semnani.,2009)

Anexo 16

Diagrama de flujo de la revision sistematica segun PRISMA respecto a la composicion y

bioactividad de Clinopodium.

=
2
Q
@
=
= Recoleccion de referencias bibliograficas
2 en bases de datos.
=
> Exclusiéon de articulos duplicados
&5 -
Q -, . .
3 Revision general de las publicaciones
> . - .
o después de la deteccion de duplicados
o
. Exclusion de articulos que no
9 4 presentan informacion relevante
= Aplicacion de los criterios de inclusion y
ial -y .
= exclusion en los estudios restantes (tabla 3)
m
. Exclusion de articulos que no
i cumplen los criterios de inclusion
=
= Articulos que cumplen los criterios de
= inclusion
=
S

Nota. Adaptado de: Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses: The

PRISMA statement, Moher et al., 2009.
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Anexo 17
Diagrama de flujo de la seleccion de referencias bibliograficas sobre los usos medicinales de

Clinopodium en Latinoamérica.

Recoleccion de registros en bases de datos
y repositorios universitarios

Busqueda y
recopilacion

Exclusion de investigaciones
duplicadas

v

A 4

Revision general de las publicaciones
después de la deteccion de duplicados

Clasificacion

Exclusion de publicaciones que no
presentan informacion relevante

v

A 4

Aplicacioén de los criterios de inclusidon y
exclusion en los estudios restantes (tabla 5)

Lecturay
analisis

Exclusion de investigaciones que no
cumplen los criterios de seleccidon

v

h 4

Investigaciones que cumplen los criterios
de inclusion

Registro

Nota. Adaptado de Writing narrative style literature reviews, Ferrari, 2015.
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