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RESUMEN

La presente disertacion doctoral, describe algunos parametros de inocuidad,
eficacia y calidad, de la especie medicinal Hofmeisteria shaffneri, utilizada para el
tratamiento de desérdenes estomacales. Esta investigaciéon se encuentra enfocada
hacia la realizacién de la monografia cientifica de acuerdo a los pardmetros
establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud.

En primer lugar, se determiné la toxicidad aguda potencial del extracto
organico, infusién y aceite esencial mediante el método de Lorke. Los resultados
permitieron comprobar, que el extracto es inocuo para ratones.

Con respecto a los pardmetros de eficacia, se evaluaron diferentes efectos: el
potencial antinociceptivo, espasmolitico y antimicrobiano.

El primer parametro de eficacia evaluado, fue el potencial antinociceptivo.
Los resultados demostraron que el extracto (177 y 562 mg/Kg, p.o. [via oral]), la
infusion (10 a 316 mg/Kg, p.o.), y el aceite esencial (1 y 17.7 mg/Kg, p.o.) de la
planta, evaluados separadamente, poseen un efecto antinociceptivo significativo en
el modelo de placa caliente. Sin embargo, el extracto no afect6 la respuesta de los
animales, con respecto al control en el modelo de estiramiento abdominal.

Debido a que no se observé actividad, en el modelo del estiramiento
abdominal, los compuestos aislados de los extractos fueron evaluados, mediante el
ensayo de la placa caliente. La hofmeisterina III (12, 0.316-17.7 mg/Kg, p.o)

también present6 propiedades antinociceptivas importantes que disminuyen en
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presencia de naloxona, lo cual indica que el efecto de este compuesto, puede estar

mediado por uno o més receptores opioides.

El timol (11, 10- 562 mg/Kg) present6 un efecto antinociceptivo moderado y
fue significativo sé6lo a la dosis de 100 mg/Kg. Por lo tanto, este compuesto es
menos eficaz que el producto 12; mientras el isovalerato (13) e isobutirato de timilo
(14) (0.316-17.7 mg/Kg ) fueron bastante activos. El efecto de 13 fue significativo

con los tres tratamientos mientras que 14 fue activo a las dosis de 1y 17.7 mg/Kg.

Para establecer, si la modificacién estructural de una molécula lider podia
mejorar su eficacia, se sintetizaron 12 analogos del compuesto 12, (13-26). Los
ésteres resultantes fueron evaluados en el modelo de la placa caliente. Los
compuestos 18, 19, 20 y 22 fueron nuevas entidades quimicas, siendo los
compuestos 22, 24 y 26 los Gnicos que presentaron actividad de los 12 compuestos
sintetizados.

De manera adicional, se realizaron pruebas de estabilidad, pues no se
observo una clara relaciéon estructura actividad. Por tal motivo, se evaluaron los
compuestos 12-15 frente a esterasas de higado de cerdo y en plasma de ratén; los
resultados indicaron que el compuesto 12 presenté la mejor estabilidad,
congruente con su mejor eficacia.

Una vez determinado el potencial antinociceptivo se evalué el potencial
espasmolitico de distintos preparados de la droga cruda, el cual resultd ser

significativo en todos los extractos evaluados.

XV
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Los compuestos principales fueron evaluados para determinar su potencial
espasmolitico. Asi, 12 (17.7 - 31.6 mg/Kg) present6 un efecto que fue significativo a
partir de la dosis de 17.7 mg/Kg; 11 (17.7- 100 mg/Kg) fue activo a partir de la
dosis de 56.2 mg/Kg; el 8,9-epoxi-10-acetoxitimilo (8), 13 y 14 (5.6 - 31.6 mg/Kg),
fueron eficaces a partir de la dosis de 31.6 mg/Kg (8) y de 5.6-17.7 mg/Kg en el
caso de 13 y 14. Por lo tanto, el efecto espasmolitico detectado en la infusién y
aceite esencial es debido a los compuestos 8, 13 y 14.

El dltimo parametro de eficacia realizado fue el potencial antimicrobiano.
Los extractos y aceite esencial se evaluaron contra bacterias Gram positivo y
negativo, ademas de una levadura. Los resultados obtenidos indicaron, que el
extracto organico es inactivo; mientras que el aceite esencial y la infusién

resultaron ser activos tiinicamente contra bacterias Gram positivo.

Los compuestos 8 y 13 presentaron una actividad mayor a la del timol (11)
contra S. aureus (CMI = 32 y 64 ng/mL) y B. subtillis (CMI = 64 y 32 ng/mL) y
fueron inactivos contra C. albicans. Sin embargo 12, el componente mayoritario de
los aceites y el extracto organico fueron inactivos contra todos los microorganismos
evaluados. El compuesto 9 (CMI = 128 pg/mL), uno de los componentes de la
infusion, también demostré una actividad antifingica comparable a la del timol
(11) (MIC = 192 pg/mL). Los compuestos 4-6 y 14 evaluados contra bacterias
Gram positivo y Candida albicans no presentaron una actividad significativa. Cabe
sefialar que la evaluaciéon de extractos y compuestos contra E. histolytica y G.

lamblia no presentaron actividad alguna a las concentraciones evaluadas.
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Se desarroll6 un método analitico para cuantificar el contenido de 8,9-
epoxy-10-acetoxitimilo (8) presente en la infusién de H. schaffneri. E1 método

resulto ser lineal, preciso y exacto en el intervalo de concentraciones desarrollado.
Los resultados globales del estudio de H. schaffneri permitiran integrar la primera

monografia tipo OMS de esta importante especie vegetal.
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ABSTRACT

The present work was undertaken to determine several safety and efficacy
parameters of Hofmeisteria schaffneri (A.Gray) King & Robinson (Asteraceae), a
medicinal plant highly valued for the treatment of stomachaches and infectious
diseases in Central Mexico. This investigation is part of the research conducted to
generate a scientific monograph following the World Health Organization (WHO)
criteria.

In the first place, acute toxicity was established in mice according to the
Lorke procedure. For this purpose, a CH2Cl>-MeOH (1:1) extract, an essential oil
and an infusion were evaluated. None of the preparations were toxic to mice
because the LDsp was higher than 5000 mg/Kg.

The antinociceptive, spasmolytic and antimicrobial effects of different
preparations and compounds of the plants were assessed in different animal
models. These activities were selected considering the popular uses of the plant.

The antinociceptive effect was established using the writhing and hot plate
tests. The results indicated an important antinociceptive effect of the CH>Cl>-
MeOH (1:1) extract (177 and 562 mg/Kg), essential oil (1 and 17.7 mg/Kg), and
infusion (10 to 316 mg/Kg) when tested in the hot plate model.

The main components of the plant were also evaluated in hot plate test

Hofmeisterin III (12, 0.316-17.7 mg/Kg) showed an outstanding antinociceptive
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effect, which was partially blocked by naloxone (1 mg/Kg, i.p), suggesting that its
mode of action involved the opioid receptors (i, «, 9).

Thymyl isovalerate (13) and thymyl isobutyrate (14) (13 and 14, 0.316-17.7
mg/Kg) were also active. Thymol (11, 10-562 mg/Kg), however, was less effective
than 12-14.

In order to establish if structural modification of 12 could improoved its
antinociceptive effect, twelve analogs were synthetized. These compounds also
were assessed in the hot plate test. Compounds 18, 19, 20 y 22 were new chemical
structures; only 22, 24 and 26 showed antinociceptive action.

Considering that the stability of drugs in biological systems plays an
important role in their activity and that degradation of drug esters in biological
matrices is mainly attributed to their hydrolysis by esterases, the stability in vitro
of the most active, (12-14) and one inactive (15) thymyl esters was assessed during
24 hours. The stability study was qualitatively performed measuring the
susceptibility to hydrolysis 12-15 in the presence of commercial pig liver estearase
solutions in two buffers (pH 7.4 and 5.0) as well as in mouse plasma at 37°C. Only
compound 12 was stable during the first hour of the experiment. On the whole, the
results indicated that the better antinociceptive activity of compound 12 could be
partially due to a better stability.

The spasmolytic effect of the extract and compounds was established using

the intestinal transit test. The infusion, essential oil and compounds 8-9-epoxy-

XIX
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10acetoxithymyl (8), thymyl isovalerate (13) and thymyl isobutyrate (14) (8, 13, 14,
5.6 - 31.6 mg/Kg) were active.

The different extracts and compounds of the plant were evaluated against
Gram-positive (Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis), Gram-negative bacteria
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhi) and a yeast (Candida
albicans). The results indicated that CH2Cl>-MeOH (1:1) extract was inactive, while
the infusion and essential oil were effective against Gram-positive bacteria.
Compounds 8 and 13, had better activity than thymol (11) against S. aureus (MIC =
32 and 64 pg/mL, respectively) and B. subtilis (MIC = 64 and 32 pg/mlL,
respectively), however, no antifungal effect was observed against C. albicans.
Nevertheless, hofmeisterin III (12), the main compound of essential oil and organic
extract, was inactive against the microorganisms evaluated. Compound 9 showed
better activity (MIC = 128 pg/mL) than thymol (11, 192 pg/mL).

Compound 8, one of the active compounds of the plant, was chosen for the
development and validation of an HPLC-dual method suitable for quality control
of the crude drug. The method used a gradient elution to achieve separation via a
Hibar® RT LiChrospher® 100 Cis column. The LOD (limit of detection) values
were 0.06 ng/mL and the LOQ (limit of quantification) 0.19ug/mL, respectively.
The method showed good interday precision (%RSD: 0.66%).

Altogether, the results of the present study will be useful for the elaboration

of the first WHO monograph of this important medicinal species.

XX
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I. INTRODUCCION

La medicina tradicional, es la suma total de conocimientos, técnicas y
procedimientos basados en las teorias, las creencias y las experiencias indigenas de
diferentes culturas, sean o no explicables, utilizados para el mantenimiento de la
salud, asi como para la prevencién, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de

enfermedades fisicas y mentales (Heinrich et al., 2006).

Los procedimientos de la medicina tradicional, varian en gran medida de un
pais a otro y de una regién a otra, pues reciben la influencia de factores como la
cultura, la historia y las actitudes e ideas personales. En muchos casos, su teoria y
aplica-cién son muy diferentes a la medicina convencional. La utilizacién a lo largo
del tiempo, la experiencia transmitida de generacién en generacién, junto con sus
muchos procdimientos, ha demostrado la inocuidad y la eficacia de la medicina
tradicional, pero se necesitan investigaciones cientificas que aporten pruebas
suplementarias al respecto. En la investigacion y evaluacion de la medicina
tradicional, se deben respetar los conocimientos y la experiencia obtenidos en la

larga historia de uso de procedimientos establecidos.

Pese a su existencia y su utilizacién continua, durante muchos siglos, a su
popularidad y gran difusion, durante el pasado decenio, la medicina tradicional no
estd ofi-cialmente reconocida en la mayoria de los paises. En consecuencia, la

educacioén, la capacitacion y la investigacion en ese sector, no han recibido la
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atencion y el apoyo que merecen. La cantidad y la calidad de los datos sobre la
inocuidad y la eficacia de los fitopreparados distan mucho de ser suficientes, para
satisfacer los criterios necesarios con vistas a apoyar su utilizacion a escala
mundial. La falta de datos de investigaciones, se debe no sélo a las politicas de
asistencia sanitaria, sino también a la falta de una metodologia de investigacién

adecuada o aceptada para evaluar la medicina tradicional.

La situaciéon en México es similar a la de otros paises y conviene observar
que aunque hay datos, tanto publicados como inéditos, sobre las investigaciones
relativas, a los recursos vegetales de la medicina tradicional, es necesario fomentar
mas estudios sobre la calidad, la inocuidad y la eficacia de las especies medicinales
de mayor uso y comercializacion. Hofmeisteria schaffneri (A.Gray) King & Robinson
(Asteraceae), objeto de este trabajo, es una de estas plantas; indudablemente el
establecimiento de sus parametros de eficacia, seguridad y calidad, incidirdn en el

uso racional de la misma.
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II. ANTECEDENTES

2.1. Criterios de Calidad, Eficacia y Seguridad de las Plantas Medicinales de

Mayor Uso Popular: El Mejor Camino hacia su Regulacién a Nivel Global

Desde el inicio de las civilizaciones, la humanidad ha encontrado en los
productos naturales (animales, vegetales y minerales) el remedio para combatir las
enfermedades y preservar la salud. El mejor testimonio de esta aseveracion es el
legado de la medicina tradicional de las culturas egipcia, china, inca, azteca y maya
entre otras, preservado gracias a la transmisién oral.

Actualmente, el uso de los remedios vegetales se ha intensificado
notablemente a nivel global; se estima que existen alrededor de 70, 000 plantas
curativas y que aproximadamente entre un 70-95 % de la poblacién mundial utiliza
un sistema alternativo basado en plantas medicinales (OMS, 2011). En los paises
industrializados ha resurgido el uso de la herbolaria medicinal, debido al creciente
interés por las terapias alternativas. Este interés se puede deber a muchos factores,
tales como: la ineficiencia de la medicina convencional (e.g. efectos adversos y
terapia inefectiva), abuso y/o uso incorrecto de los fdrmacos sintéticos dando
como resultado problemas terapéuticos asi como la idea equivocada de que los

“productos naturales” no son peligrosos (Rates, 2001).
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Por lo tanto, el reino vegetal es una fuente importante de agentes
terapéuticos, bien sea de medicamentos alopatas o de productos fitoterapéuticos
de las mas diversas categorias. De tal forma, que los productos naturales y sus
derivados representan mas del 50 % del total de f&rmacos utilizados en la medicina
convencional; de estos, las plantas superiores contribuyen en no menos de un 25 %
del total. Durante los dltimos 40 afios, al menos una docena de farmacos muy
potentes han sido obtenidos de plantas (Gurib-Fakim et al., 2006).

En la actualidad, la mayoria de paises tienen leyes que regulan de alguna
forma el consumo de productos herbolarios medicinales (materias primas y
derivados). Sin embargo, estas varian en gran medida de un pais a otro y de una
region a otra, pues reciben la influencia de factores como la cultura e historia.
Ademas, la medicina tradicional no esté4 oficialmente reconocida en la mayoria de
los paises. En consecuencia, la educacion, la capacitacién y la investigacion en ese
sector no han recibido la atencion y el apoyo que merecen. La cantidad y la calidad
de los datos sobre la inocuidad y la eficacia de la medicina tradicional distan
mucho de ser suficientes para satisfacer los criterios necesarios con vistas a apoyar

su utilizacién a escala mundial.

La falta de datos de investigacién se debe no sélo a las politicas de asistencia
sanitaria, sino también a la falta de una metodologia de investigacion adecuada o
aceptada para evaluar la medicina tradicional. También conviene observar que
aunque en varios paises hay datos tanto publicados como inéditos sobre las

investigaciones relativas a la medicina tradicional, se deben fomentar maés las
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investigaciones sobre la inocuidad y la eficacia y se debe mejorar la calidad de las

investigaciones.

Por lo tanto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha establecido los
criterios bésicos para la evaluaciéon de la calidad, la inocuidad y la eficacia de los
medicamentos herbarios y, en consecuencia, ayudar a los organismos nacionales
de reglamentaciéon, las organizaciones cientificas y a los encargados de la
elaboracion de estos productos, bien sean pequefios o grandes productores. Tanto
en los paises en desarrollo como en los desarrollados, se debe facilitar a los
consumidores y los dispensadores de asistencia sanitaria informacién actualizada
y autorizada sobre las propiedades beneficiosas y los posibles efectos nocivos de

todos los medicamentos herbolarios.

El aseguramiento de la calidad de los preparados herbolarios y las materias
primas es sin duda un prerrequisito para la posterior evaluacién de su eficacia e
inocuidad. Normalmente bastaria con hacer referencia a una monografia de la
farmacopea, sin embargo, en el caso de estos productos en la mayoria de los casos
la informacién no existe. Por lo tanto, se deben generar monografias con el mismo

formato que en una farmacopea oficial.

Aunque el empleo prolongado de una sustancia suele dar testimonio de su
inocuidad es necesario la investigacion de la posible toxicidad de los productos
herbolarios, ya que en muchos casos se ha encontrado posibilidades antes

insospechadas de toxicidad sistematica, carcinogenicidad y teratogenicidad.
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Ademas, algunos productos utilizados durante un largo periodo, pueden haber
generado riesgos toxicolégicos cronicos que hayan pasado inadvertidos. Si no se
puede documentar la utilizaciéon tradicional prolongada o si hay dudas sobre la

inocuidad del producto, se presentardn datos sobre la toxicidad.

En el caso de los medicamentos tradicionales, los requisitos para probar la
eficacia dependeran del uso tradicional. En el del tratamiento de trastornos leves o
con indicaciones inespecificas, se puede justificar que los requisitos para probar la
eficacia sean algo menos estrictos, teniendo en cuenta la antigtiedad del uso
tradicional. Esas mismas consideraciones son aplicables a la utilizacién profilactica.
Se tendran en cuenta las experiencias sobre casos individuales registradas en los
informes de médicos, profesionales de medicina tradicional o pacientes tratados.
En los casos en que no se haya determinado la utilizacién tradicional, se requeriran

pruebas preclinicas y clinicas apropiadas.

Entre los documentos relacionados con la eficacia, seguridad vy
aseguramiento de la calidad de plantas medicinales y derivados que ha publicado
la OMS, con el proposito de facilitar a sus paises miembros la tarea de investigar y

regular sus recursos vegetales mas importantes, se describen a continuacion:

El manual “Quality Control Methods for Medicinal Plant Materials”, una
coleccién de procedimientos y pruebas recomendadas para la determinaciéon de la
identidad, la pureza y la calidad de plantas medicinales, publicado en 1998. En

2007, la OMS public6 una nueva guia complementaria a la anterior, “WHO
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Guidelines for Assessing Quality of Herbal Medicines with Reference to
Contaminants and Residues”. En 1999, esta misma organizacion edit6 las primeras
28 monografias de plantas medicinales ampliamente utilizadas alrededor del
mundo. Posteriormente, en los afios 2003, 2007 y 2009, se publicaron dos
volimenes adicionales con 30, 31 y 28 monografias, respectivamente (WHO, 2003,
2007 y 2009); finalmente, en el afio 2010 se publicaron 13 monografias nuevas y 17
actualizaciones de monografias anteriores (WHO, 2010). Cada monografia contiene
informacién cientifica valiosa sobre el control de calidad, eficacia e inocuidad de
las plantas. A partir de esta iniciativa de la OMS, muchas instituciones
gubernamentales del sector salud de sus paises miembros han tratado de
establecer los criterios que garanticen la seguridad, la eficacia y la calidad de los
productos herbolarios medicinales de mayor consumo en cada regién (De Smet,

2002; OMS, 2002).

Las recomendaciones de la OMS han sido bien aceptadas en paises como
China e India, los cuales tienen sistemas de salud integradores, y en la comunidad
Europea. En esta dltima region, principalmente en Alemania, el 50% de los
productos medicinales vegetales son vendidos bajo una prescripcién médica
(Rates, 2001). En Latinoamérica, donde los sistemas de salud son tolerantes, la
investigacion destinada a establecer la eficacia, la seguridad y la calidad de las
plantas medicinales es escasa, y las herramientas para la regulacion de estos

productos son practicamente nulas.
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En el caso especifico de México, las plantas medicinales han constituido

desde siempre un recurso importante para el alivio de enfermedades. Las plantas
medicinales no solamente se han utilizado en el medio indigena y &rea rural,
también en zonas urbanas. Al igual que en otros paises de América Latina, México
comercializa de manera no regulada muchas especies vegetales medicinales, bajo
la creencia de que son inocuas. Atun mas, muchos de los productos derivados de
estas especies no son sujetas a estudios de control de calidad, por lo que en muchas
ocasiones los usuarios consumen productos de baja o nula calidad o adulterados.
A pesar de ello, hasta ahora no se han realizado de manera rigurosa monografias
de las plantas medicinales comtinmente utilizadas en nuestro pais.

A partir del afio 2001, la Secretaria de Salud publicé la primera edicion de la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM) teniendo
como objetivo “Establecer los métodos de anélisis y especificaciones técnicas que
deberdn cumplir las plantas y los derivados de ellas que se utilicen en la
elaboracion de medicamentos y remedios herbolarios, con el propésito de
contribuir al mejoramiento de este tipo de productos y su uso adecuado” (FHEUM,
2001). Sin embargo, el numero de monografias de especies vernaculas e
introducidas result6 insuficiente, por la sencilla razén de que no se contaba con la
informacion cientifica adecuada para su integracion.

En consecuencia, un grupo de investigadores nacionales inici6 un proyecto
académico para la elaboracién de monografias cientificas de tipo OMS de plantas

medicinales mexicanas selectas, en el cual se encuentra enmarcado el presente
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trabajo. El proyecto pretende integrar los parametros de eficacia preclinica,
inocuidad y calidad de varias especies medicinales, incluyendo Hofmeisteria
schaffneri, una planta ampliamente utilizada en el Valle de México para tratar
padecimientos gastrointestinales y que constituye el eje central de este trabajo de
investigacion.

Nuestro grupo de trabajo ha publicado tres monografias cientificas de plantas
medicinales de mexico: Amphipterygium adstringens (Cuachalalate), Hintonia latiflora

(Copalchi) e Iostephane heterophylla (Raiz del manso).

2.2. Antecedentes Etnobotanicos, Farmacolégicos y Fitoqimicos de Hofmeisteria

schaffneri (A.Gray) King & Robinson (Asteraceae)

La familia Asteraceae, constituye un grupo de plantas distribuidas por todo
el mundo y se conocen aproximadamente 25,000 especies. (Alvarenga et al., 2001).
En México, su distribucion geografica es alrededor de 380 géneros y 3,000 especies
reconocidas (Heinrich et al., 1998).

Debido a su amplia distribucién en México esta familia es muy importante
en las practicas médicas tradicionales. De tal forma que el uso medicinal de
muchas especies de la familia se encuentra documentado, tanto en el Coédice
Florentino compilado por Fray Bernardino de Sahagutn, asi como en el Libellus de
Medicinalibus Indorum Herbis realizado por Martin de la Cruz y traducido al latin

por Juan Badiano.



UN /4 M
POSGR

Muchas otras especies endémicas han surgido como medicinales en épocas

recientes, fruto de las investigaciones etnobotanicas del siglo pasado. Tal es el caso,
de Hoffmeisteria schaffneri (A.Gray) King & Robinson (Bye y Linares, 2001,
comunicaciéon personal). La especie H schaffneri (Figura 1) se distribuye en los
estados de Jalisco y San Luis Potosi y se cultiva ampliamente en el Centro del Pais,
donde se conoce comtinmente como dmbar.

La planta es un arbusto que habita en ambientes htimedos y calidos, crece
en las grietas de las rocas, en filtraciones y salientes humedas y la mayoria de las

veces en las orillas de los arroyos, florece entre los meses de febrero y abril (Bye y

Linares, 2006).

Figura 1. Hofmeisteria shaffneri

En la medicina popular de México, la planta se utiliza para el tratamiento de
heridas y la infusiéon de sus hojas sola, o acompafiada con toronjil (Agastache

mexicana), se emplea como agua de uso contra padecimientos del tracto

10
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gastrointestinal como el vomito, la diarrea y el dolor de estémago (Mendoza-
Castelan et al., 1997; Bye y Linares, 2006).

Un estudio preliminar de un extracto fitotéxico preparado a partir de las
partes aéreas de la planta permitié el aislamiento y la caracterizaciéon del f-
sitoesterol (1), el B-caroteno (2), la euparina (3), el acetato de 2-(2°-hidroxi-4"-
metilfenil)-2-oxo-etilo (4) y el 374'4a’9a’-tetrahidro- 6,7"-dimetilespiro
[benzofuran-3(2H),2" -pirano[2,3-b] benzofurano]-2,4a’-diol (5) (Pérez-Vasquez et
al., 2005). (Cuadro 1). En ese estudio se estableci6é que los compuestos 4 y 5 poseen
una notable actividad fitotoxica contra Amaranthus hypochondriacus 'y Echinochloa
crus-galli. En ese trabajo también se describi6 una sintesis formal del producto 4.

Posteriormente, Pérez-Vasquez et al., 2008 describieron el aislamiento de
ocho monoterpenoides (Cuadro 2). Los productos 6-10 se obtuvieron de la
infusion de la planta en tanto que el 4 se obtuvo a partir de un extracto organico.
Todos estos terpenoides presentaron propiedades fitototdxicas contra las malezas
antes mencionadas.

Cabe mencionar que el género Hofmeisteria incluye 10 especies adicionales,
H. crassifolia, H. dissecta, H. fasciculata, H. filifolia, H. gentryi, H. laphamioides, H.

pluriseta, H. sinaloenses, H. standleyi, H. urenifolia.

11
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Cuadro 1. Compuestos aislados de H. shaffneri.
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Cuadro 2. Monoterpenos aislados de H. schaffneri.
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IIL. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La especie vegetal H. schaffneri, se comercializa ampliamente en los mercados de
San Luis Potosi y Valle de México para el tratamiento de afecciones
gastrointestinales (Casteldn et al., 1997; Bye y Linares, 2006) sin embargo, a la fecha
no se cuenta con informacién cientifica, relacionada con su inocuidad y eficacia.
Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion, tiene por objetivo primordial,
generar algunos pardmetros de eficacia e inocuidad preclinicas y algunos criterios
de calidad de la droga cruda derivada de Hofmesiteria schaffneri, con la finalidad de
establecer su monografia tipo OMS que incidira en el uso racional de esta especie
medicinal.

Para el cumplimiento del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1. Establecer la toxicidad aguda, en ratones de acuerdo con el método de
Lorke, de extractos preparados a partir de las partes aéreas de la planta en
estudio con el propésito de comenzar los estudios de inocuidad.

2. Determinar el potencial antinociceptivo del extracto, la infusién, el aceite
esencial y los compuestos puros utilizando los modelos de la placa caliente
y el estiramiento abdominal, con la finalidad de corroborar de manera
parcial la eficacia de esta planta en las practicas médicas alternativas de

México.

14
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Iniciar los estudios, del mecanismo de accién antinociceptivo del los
compuestos, que resultasen activos en las evaluaciones biolégicas.
Establecer la eficacia, como agentes antiespasmoédicos, de los extractos y el
aceite esencial preparados partir de las partes areas utilizando la prueba de
transito intestinal.

Establecer el potencial antiprotozoario y antimicrobiano, de los extractos y
aceite esencial derivados de la planta mediante pruebas susceptibilidad
contra los protozoarios Giardia lamblia y Entamoeba histolytica y una bateria
de microorganismos Gram positivo y negativo.

Establecer los principios activos de la planta mediante la realizaciéon de
estudios quimicos y farmacolégicos apropiados.

Determinar los compuestos marcadores de la especie y los perfiles
cromatograficos de la infusién, aplicando la cromatografia de liquidos de
alta resoluciéon (CLAR).

Establecer una prueba de composicion mediante la CLAR que permita
cuantificar el contenido de principios activos y/o marcadores de la planta

en estudio.

15
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IV. HIPOTESIS

Los usos populares de la especie H. schaffneri sugieren la presencia en la planta de
principios antinociceptivos, espasmoliticos, antiprotozoarios y antibacterianos. La
presencia del timo, con propiedades espasmoliticas y antibacterianas demostradas

previamente refuerza algunos aspectos de la hipétesis planteada.

16
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V.METAS

1. Difundir los resultados de la investigacion, mediante la publicacion de articulos
en revistas de prestigio y la presentacion de trabajos en foros nacionales e
internacionales.

2. Integracion de la informacion cientifica, generada en este proyecto y la existente,
para la elaboraciéon de las monografias tipo OMS y farmacopéicas de la especie,

objeto de estudio.

17
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VI. METODOLOGIA

6.1. Material Vegetal de H. schaffneri (A. Gray) King & Robinson (Asteraceae)
Las partes aéreas de Hofmeisteria schaffneri fueron recolectadas en distintas
épocas y lugares. En el Cuadro 3 se indican las diferentes colectas incluyendo el

nuamero de referencia (voucher) con el que se depositaron en el Herbario Nacional

(MEXU), Instituto de Biologia.

Cuadro 3. Material vegetal.

Material Vegetal | Fecha, Lugar de Clasificacion Numero de
(Partes Aéreas) Colectay Botanica Referencia
Cantidad
Extracto organico | Noviembre 2002. Bye & Linares 31018
e Infusion San Luis Potosi.
(4Kg)
Aceite esencial I | Estado de México. E. Linares 2021
Mayo de 2006
(1Kg)
Aceite esencial II | Estado de México. E. Linares 1846
Agosto de 2006
(1Kg)
Aceite esencial III | Estado de México. E. Linares 1736
Octubre de 2006
(1Kg)
Aceite esencial IV | Estado de México. | Bye & Linares 34962
Enero de 2007
(1Kg)
Infusion Estado de México. | Bye & Linares 2678
(Parametros de Octubre de 2010
calidad) (1.5Kg)

18
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6.2. Preparacion de Extractosy Aceite Esencial

6.2.1 Obtencion del extracto orgdnico

El extracto organico se obtuvé a partir de las partes aéreas desecadas (750 g)
y maceradas con una mezcla de CH>-Cl-MeOH (1:1) durante 14 dias a
temperatura ambiente. Después de la filtracién, el extracto se concentré in vacuo

para obtener 172 g de un residuo de color verde (FHEUM, 2001).

6.2.2. Obtencion del aceite esencial

El procedimiento para todos los lotes fue el siguiente: las partes aéreas secas
del material vegetal (500 g), cortadas de manera manual se sometieron a un
proceso de hidrodestilacién durante 3 h utilizando un aparato tipo Clevenger. Al
cabo de este tiempo, el residuo de la condensacion (aceite esencial y agua) se
separaron mediante extraccion liquido-liquido con CH>Cl (2 L por 3). Después de

destilar el disolvente, se obtuvieron 0.4 g de aceite esencial. El aceite fue

almacenado a 4 °C (FHEUM, 2001).
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6.2.3. Preparacion del extracto acuoso

Las partes aéreas secas (900 g) se maceraron con agua hirviendo (25 L)
durante 30 min. El extracto acuoso resultante se sometié a un proceso de reparto
con CH2Cl> (25 mL x 3). La fase organica resultante se secé sobre Na>SO4 anhidro y

concentrado in vacuo para obtener un residuo café (3.43 g) (FHEUM, 2001).

6.3. Ensayos Biologicos.

6.3.1. Animales

Se utilizaron ratones machos de la cepa ICR (25-30g), obtenidos de Harlan
México A.C. Los animales se mantuvieron a 21 + 2°C, con una humedad relativa de
70 - 80% y un ciclo de 12 h de luz/oscuridad. Todos los animales tuvieron un
periodo de adaptacién de 4 dias antes del experimento y permanecieron 12 h sin

alimento con acceso libre al agua (ad libitum) antes de la evaluacion.

Los experimentos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
(NOM 062-ZO0O-1999) y a las recomendaciones realizadas por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio para Pruebas

Farmacolégicas y Toxicolégicas de la Facultad de Quimica, UNAM, coordinado
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por el Comité Central de Etica para Manejo y Cuidado de Animales de
Laboratorio, UNAM. Todos los animales fueron sacrificados en camara de CO,,
excepto en la evaluacion del efecto espasmolitico, en el cual se llevé a cabo

mediante dislocacion cervical después del experimento.

6.3.2. Toxicidad aguda

El experimento consté de dos fases de evaluacion; en la primera fase el extracto
se administré por via oral a las dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg, dependiendo del
nimero de muertes se seleccionaron las dosis para la segunda fase de acuerdo al
método de Lorke (Lorke, 1983).

Antes de la administraciéon de los extractos los animales fueron observados
cuidadosamente para conocer su conducta normal. Para cada dosis se utilizaron
tres animales, con un grupo control al cual sélo se le administré el vehiculo. El

parametro a determinar es el nimero de muertes por cada dosis (Lorke, 1983).

Después de la administracion, los ratones se observaron durante la primera
hora. A todos los animales se les realiz6 la necropsia, con la finalidad de examinar
de manera macroscopica la morfologia general de los érganos como corazoén,

intestino, higado, pulmoén y rifién.
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6.3.3. Evaluacion del efecto antinociceptivo

El efecto antinociceptivo se evalué en los modelos de estiramiento

abdominal y en placa caliente ampliamente descritos (Wiiliamson et al., 1996).

6.3.3.1. Evaluacion del efecto antinociceptivo: modelo de estiramiento

abdominal

La prueba de nocicepcion se realizé utilizando como sustancia nociva una
soluciéon de 4cido acético (0.6 %) por via intraperitoneal. La dipirona 100 mg/kg
(DIP, control positivo), el vehiculo (VEH) y el extracto organico (31.6, 100 y 316
mg/kg), se administraron por via oral 30 minutos antes del estimulo algésico.
Inmediatamente después de la administracion del acido acético, se contd el
namero de estiramientos que el tratamiento provocé en cada ratén, a intervalos de

5 min por un periodo de media hora (Wiiliamson et al., 1996).

6.3.3.2. Evaluacion del efecto antinociceptivo: modelo de la placa caliente

Se utilizé una placa caliente Panlab a una temperatura constante de 55 °C. Los

animales se colocaron en un cilindro de acrilico sobre la superficie caliente y se

observo la respuesta (lamida de patas traseras, levantamiento de las patas traseras
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o salto fuera del cilindro) al estimulo; el tiempo transcurrido entre la colocacién de
los ratones en la placa y la respuesta al estimulo se denomina latencia. El tiempo de
corte fue de 30 seg, es decir, si los ratones no presentan la respuesta antes de 30
segundos, se retira el cilindro de la placa para evitarle una lesién. Los ratones se
colocaron en el cilindro 30, 60, 90, 120 y 150 minutos después de la administracién
de los tratamientos (Williamson, 1996). La administraciéon de morfina (3.16 y 5
mg/Kg, MOR via intraperitoneal), vehiculo (VEH), extractos (10 - 562 mg/Kg) y
compuestos (0.1, 0.316, 1, 3.16 y 17.7 mg/Kg) bajo la forma de una suspensién con

2% tween 80 en solucion salina se realizé por via oral (p.o.).

6.3.4. Evaluacion del efecto espasmolitico: modelo de trinsito intestinal

Loa ratones se trataron por via oral con los extractos, las esencias, los
compuestos puros (1 - 31.6 mg/Kg) o los controles. Después de 15 minutos de la
administracion de los tratamientos a base de los preparados de la planta o
controles (positivo y blanco), se administrd, también por via oral carbén activado
(3% en suspension de goma acacia al 5%); 20 minutos después, los animales fueron
sacrificados por dislocaciéon cervical con la finalidad de extraer y diseccionar el
intestino delgado y asi medir el porcentaje de avance del carbén (Williamson et al.,
1996; Astudillo et al., 2004). Como control positivo se emple6 atropina (ATR, 3.16
mg/Kg) y loperamida (LOP, 5.6 mg/Kg); el blanco consistié de una suspensioén de

Tween 80 (2 %) en solucién salina (0.9 % de NaCl).
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6.3.5. Evaluacion del efecto antibacteriano y antifiingico: método de diluciones

El efecto antibacteriano se determind contra una bateria de bacterias tanto
Gram + (Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) como Gram - (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhi), asi como la levadura Candida albicans,
utilizando el método de microdilucién (Schwalbe et al., 2007; Chérigo et al., 2009).
Se evaluaron los extractos, esencias y compuestos puros a diferentes
concentraciones (1024-2 ng/mL). Se emplearon placas de 96 pozos en las cuales se
coloc6é medio de cultivo (Caldo Miiller-Hinton con ajuste catiénico de 10 mg/L y
20 mg/L de Ca?* y Mg?*en el caso de bacterias y Medio RPMI-1640 con L-
glutamina sin bicarbonato de sodio NaHCO;, regulado con acido morfolino
propano sulfénico MOPS 0.164M, ajustado a un pH de 7 en el caso de la levadura)
Como controles, se utilizaron la ampicilina para las bacterias y el fluconazol para
la levadura.

Finalmente, se incubé a 37°C por 24h para bacterias y a 35°C por 48h para
las levaduras; al cabo de este tiempo, se determiné visualmente si existe
crecimiento o no de los microorganismos. Los resultados se expresan en

concentracién minima inhibitoria (CMI).
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6.3.6. Evaluacion del efecto antiparasitario: ensayo de suceptibilidad

Entamoaeba histolytica se cultivd en el medio TYI-S-33 suplementado con
suero de bovino al 10% y Giardia lamblia se cultivd en medio TYI-S-33
suplementado con suero de ternera al 10%. Los parasitos empleados en los ensayos
se encontraban en fase logaritmica de crecimiento. Se evaluaron los extractos, el
aceite esencial y los compuestos puros a las concentraciones de 25, 50, 100, 150 y
200 pg/mL. Cada concentracion se ensay6 por triplicado. Los tubos con la muestra
incorporada se inocularon con los parésitos apropiados de E. histolytica y G. lamblia.
Las muestras se incubaron a 37°C durante 48 horas. Cada prueba incluy6
metronidazol como control positivo y un blanco (medio de cultivo, DMSO vy
trofozoitos). Transcurrido el tiempo de la incubacién, 50 pL de cada tubo se
subcultivd en medio fresco y el ntmero final de parasitos sobreviviente se
determiné por cuenta directa al microscopio (Navarrete-Vazquez et al., 2003;

Calzada, 2006).

6.4. Pruebas Estadisticas

Se utilizé la prueba estadistica ANADEVA 95% (anélisis de variancia),

seguida de la prueba post hoc Dunnett (’<0.05) (Tallarida y Leonard, 1979). En el

experimento del efecto antinociceptivo, cada barra representa la media del ABC
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(area bajo la curva, latencia de respuesta por minuto (segundos * minuto)) * e.e de
n=6 animales; y en el experimento del efecto espasmolitico cada barra representa el
% de avance de carbon activado ([longitud de avance de carbén activado en

intestino delgado/longitud total de intestino delgado]*100) + e.e de n=6 animales.

6.5. Sintesis de Derivados del Timol

Cloruro de tionilo (2.5 mL; 0.034 mol) fue agregado gota a gota a una
soluciéon del acido carboxilico correspondiente (0.002 mol) en CH>Cl> (1 mL) que
se encontraba en agitaciéon. La mezcla resultante se calent6 a reflujo durante 1 h. En
todos los casos, el exceso de cloruro de tionilo fue destilado y el producto

resultante se utiliz6 para preparar los ésteres.

6.5.2. Preparacion de ésteres de timilo

A una mezcla en agitacién de timol (0.5 g; 0.003 mol) y NaOH aq 10 % (4.5
mL), se agreg6 gota a gota el cloruro de acido previamente obtenido. En cada caso,
la mezcla de reaccién se agité durante 30 min a temperatura ambiente. Cada
mezcla de reaccion se extrajo con CH2Clz (3 x 10 mL) mediante un proceso de
reparto. La fase organica se secéd sobre Na>SO4 anhidro y concentré in vacuo; el
producto crudo se purificé utilizando cromatografia en columna abierta [gel de

silice, Hexano - AcOEt (98:2)] (Cuadro 4). El compuesto 23 se obtuvo como un
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aceite incoloro con un rendimiento de 72%. Los otros compuestos sintetizados 13-
22 y 24-25, se obtuvieron como aceites amarillos con los siguientes rendimientos:
46, 61, 50, 41, 48, 65, 41, 35, 62, 71, 45 y 52%, respectivamente. Las propiedades
espectroscopicas de los compuestos 13-17, 21, 24 y 25 fueron identicos a los
descritos anteriormente (Mathela et al., 2008; Martinez et al., 1988; Paolini et al.,
2005, 2007; Schmitz et al., 1979; Rice y Coats, 1994; Viana et al., 1981; Ateeque et al.,
2002; Sheng et al., 1984; Kumar et al., 2008, respectivamente). Los compuestos 9, 10,

11 y 13 resultaron nuevas entidades quimicas (ANEXO A).

1.50,Cl 0
- . )}\ + -

2.Reflux 1h OH 1. Agitacion 30 min 0o R
R OH 40°C R a 2. Temamb

6.5.3. Acetato de timilo (26).

En un matraz redondo de 50 mL, se mezclaron timol (0.5 g; 0.003 mol),
anhidrido acético (1.5 mL; 0.015 mol) y acido sulftrico (0.1 mL; 0.001 mol); la
mezcla se agité durante 45 min. Al cabo de este tiempo, el producto se extrajo con
CH2Cl2 (3 x 10 mL). La fase organica se sec6 sobre Na>SOs anhidro y concentré in
vacuo. El residuo fue purificado por cromatografia en columna abierta [gel de silice;
Hexano- AcOEt (98:2)], para generar un aceite de color amarillo (72% de

rendimiento) (Cuadro 4). Sus propiedades espectroscopicas y espectrométricas
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fueron idénticas a las previamente reportadas por Viana et al. (1981) y Ateeque et

al. (2002) (ANEXO A).

D I G S U

1. Agitacion 30 min

6.6. Estabilidad de Esteres

La estabilidad de los ésteres frente a una estearasa (2 mg suspendidos en 10
mL de agua destilada) de higado de cerdo se determiné utilizando el
procedimiento descrito por Schlacher et al. (1998). La actividad enzimatica fue
cualitativamente corroborada con el monitoreo de la produccién de 4-nitrofenol
(amarillo), a partir del 4-nitrofenil acetato (4-NFA, incoloro) (Innocenti et al., 2008).
La solucién stock, se prepar6 en fresco utilizando 4-NFA (0.1mM) y una mezcla de
acetronitrilo-agua (1:99). Para el analisis, 10 pL de buffer de acetatos (pH = 5) o
buffer de fosfatos (pH = 7), 100 pL (0.1 mM) del compuesto de prueba o control (4-
NFA, 1 mM) y 10 pL de enzima preparada, se adicionaron a tubos Eppendorf
(Jewell et al., 2007). Las mezclas de reaccién resultantes se agitaron durante 1 h a 37
°C. En todos los casos, las pruebas se realizaron por triplicado, las cuales fueron
inmediatamente analizadas utilicando cromatografia en capa fina [gel de silice,

Hexano - AcOEt (8:2)] para detectar la presencia de 11. Para cada compuesto, el
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procedimiento utilizando periodos de incubacién de 4.5 y 24 h. Finalmente, este

mismo experimento fue repetido utilizando plasma de ratén en lugar de esterasa

de higado de cerdo.

Cuadro 4. Esteres de timilo.
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6.7. Desarrollo y Validaciéon del Método Analitico para la Cuantificacion de
Angelato de 8,9-Epoxy-10-Acetoxitimilo (8) por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiencia (CLAE)

La validacion del método analitico se realiz6 con base en los criterios
establecidos por las normas de Armonizaciéon Tripartita referentes a la Validaciéon
de Métodos Analiticos y Temas Relacionados (EURACHEM, 1998) y por la Guia de
Validacion de Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos A.C. (2002). El cromatégrafo utilizado fue un Waters 2487
con un detector dual y los resultados se analizaron con el programa de Waters. Los

parametros de validacién se describen a continuacion.

6.7.1. Especificidad

La especificidad del método analitico se realiz6 mediante el registro
de los espectros de absorcién, en el rango de longitudes de onda (A) del ultravioleta
(UV) de tres muestras diferentes: una correspondiente al estandar (1.25 mg/mL); la
segunda, la matriz de trabajo (1 mg/mL), y la dltima, a la matriz de trabajo
enriquecida con el estdndar de 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8). Esta ultima se
preparé mezclando 50 pL de matriz de trabajo y 50 uL de la solucién estandar de

8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8) a una concentracién de 2.5 mg/mL.
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6.7.2. Linealidad del sistema

Para evaluar la linealidad del sistema se construyé una curva de calibracién
de acuerdo al siguiente procedimiento: 5 mg de 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8) se
disolvieron en 2 mL de ACN (2.5 mg/mL). A partir de la solucién anterior, se
prepararon las disoluciones que contenian entre 0.0625 y 2.5 mg/mL del estindar
a cuantificar. El &rea bajo la curva (ABC) correspondiente al pico del estdndar de
seis réplicas, se grafic6 con respecto a la concentracion del estdndar en cada
solucion.

El célculo de los parametros estadisticos se realizé6 mediante un analisis de
regresion lineal simple. Los parametros obtenidos se comparan con los siguientes
criterios: ordenanda al origen (bo = 0); pendiente (b1 # 0); coeficiente de correlacién
(r 2 0.99); coeficiente de determinacion (r> = 0.98) e Intervalo de Confianza (IC (B1))

no incluye al cero) (ANEXO B). Las muestras se realizaron por sextuplicado.

6.7.3. Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC)

Para evaluar el limite de detecciéon (LD) y el limite de cuantificacion (LC) se

prepar6 una curva de calibracién con una serie de disoluciones a partir de una

solucién estandar con una concentracion de 2.5 mg/mL. Las diluciones contenian

entre 0.0625 y 0.25 mg/mL del estdandar a cuantificar. Se evaluaron tres réplicas por
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concentracion y el drea del pico (ABC) que corresponde al estindar de cada réplica
se grafico con respecto a la concentracién del estandar en cada solucién. Para el
célculo de la ordenada al origen (bo), la pendiente de la recta (b1), coeficiente de
correlacion (r) y el coeficiente de determinacién (r?), se utiliz6 un anélisis de
regresion lineal simple. Asi, los LD y LC se determinaron de acuerdo a las

expresiones matematicas que se indican en el ANEXO B.

6.7.4. Linealidad del método y exactitud

La linealidad del método y su exactitud se determiné construyendo una
curva de calibraciéon de la matriz de trabajo enriquecida con tres diferentes
concentraciones del estindar de 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8) (0.3125, 0.625 y 1.25
mg/mL). Se evaluaron tres réplicas por cada concentracion para asi tener los
valores del ABC. Estos valores se interpolaron en la curva de calibracion
desarrollada para evaluar la linealidad del sistema. Los resultados obtenidos
(concentraciéon adicionada vs. concentraciéon recuperada) fueron analizados
mediante un andlisis de regresién lineal simple para determinar sus pardmetros
estadisticos (bo=0; b1# 0; r 20.99; r2>0.98 y CVy,x <3%). La exactitud del método
se evalu6 mediante los siguientes parametros estadisticos: promedio aritmético (¥),
desviacion estandar (S), coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza

para la media poblacional [IC(B1)] del % de recobro (ANEXO B).
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6.7.5. Precision del método.

La repetibilidad se evalué midiendo la respuesta analitica de seis réplicas de
estindar de 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8) a una concentraciéon de 2.5 mg/mL y la
matriz de trabajo con una concentracién de 1 mg/mL.

La precision intermedia se realiz6 mediante un analisis de seis
réplicas de la matriz de trabajo enriquecida con estdndar de 8,9-epoxy-10-
acetoxitimilo (8) (0.625 mg/mL), este analisis lo efectuaron dos analistas en dos
dias distintos. Los resultados obtenidos bajo estas condiciones experimentales se

expresan en términos del coeficiente de variacion (CV).

6.7.6. Estabilidad

La estabilidad de la muestra se evalué midiendo el % de 89-epoxy-10-
acetoxitimilo (8) contenida en una soluciéon preparada de estindar de 8 con una
concentraciéon aproximada de 1.25 mg/mL. Las condiciones de almacenaje fueron
las temperaturas: 37°C, 25°C y - 4°C. En cada una de las condiciones se analizaron
tres muestras cada una por duplicado. El primer dia se obtuvieron los resultados
del analisis inicial. A los siete dias, se realiz6 un andlisis de las muestras a las
temperaturas anteriormente mencionadas. Por ultimo a los quince dias de

analizaron todas las muestras almacenadas en las tres condiciones de temperatura.
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Los resultados se expresan en términos de diferencias absolutas de la media
aritmética de cada condiciéon de almacenaje con respecto a la media aritmética del

analisis inicial (|di|).

6.8. Caracterizacion Anatémica de las Partes Aéreas

La caracterizaciéon anatémica de Hofmeisteria schaffneri se realizdé en el
Laboratorio de Estructura y Fisiologia de Plantas Medicinales, Facultad de Ciencias
de la UNAMa cargo del Dr. Guillermo Laguna Herndndez y la Biol6ga Griselda

Sodelva Zarate Cruz.

6.8.1. Deshidratacion, inclusion y cortes

La fijacién de la especie vegetal (tallo y hojas) se realiz6 en fresco con FAA
(formol, acido acético y alcohol) y con glutaraldehido en buffer de fosfatos y
postfijacion en tetraéxido de osmio. Posteriormente, la deshidrataciéon se llevé a
cabo mediante concentraciones graduales de alcohol etilico (30%, 50%, 70%, 85%,
96% y 100%). El material se preincluyé en una mezcla de alcohol absoluto-xilol
(1:1) de 20 a 30 minutos. Para finalizar en xilol puro por 20 minutos. Al cabo de
este tiempo, se coloco la muestra en una mezcla de xilol-paraplast (1:1) durante 20-
30 minutos; después, se incluyé en paraplast puro durante 24 horas en estufa a

65°C, para obtener los bloques de parafina. Finalmente, se obtuvieron laminas en
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microtomo de rotaciéon 9, 12 y 13 um de grosor con diferentes ejes de corte:

longitudinal (Lg), transversal (Tr) y radial (Rd).

6.8.2. Técnicas histoquimicas de tincion

Para realizar las distintas técnicas histoquimicas, se eliminé el paraplast de
los cortes adheridos en los portaobjetos, esto se logré mediante calentamiento en
una estufa (56-58°C) durante 20 minutos; posteriormente se hicieron tres cambios

de xilol y se hidrataron en una serie etanélica (L6pez-Curto et al., 2005).

Las técnicas histoquimicas que se realizaron fueron:

* Rojo “O” de aceite (Rj”O”), para identificar reservas lipidicas, cutina y
suberina

* Azul negro de naftol (ANN), para identificar proteinas y polisacaridos
insolubles

 Acido peryédico-reactivo de Schiff (Sch), para identificar polisacaridos
insolubles, almidén y hemicelulosa
Asi como la tincién de:

* Cuédruple de Johansen (C]), para identificar distintos elementos de la pared

celular, asi como citoplasma y otros componente celulares.
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6.8.3. Andlisis de las preparaciones histologicas

Las preparaciones obtenidas se analizaron mediante las técnicas de
miscroscopia de campo claro y microscopia de contraste de fases con la finalidad
de identificar y describir las caracteristicas anatomicas y estructurales mas
distintivas de las hojas y tallo.

Una vez identificados los campos de mayor interés se tomaron fotomicrografias en
el laboratorio de Estructura y Fisiologia de Plantas Medicinales de la Facultad de

Ciencias utilizando un microscopio confocal Carl Zeiss.
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VIL. RESULTADOS Y DISCUSION

La investigacion y la evaluacién de plantas medicinales sin una larga
historia de uso o que no se hayan investigado anteriormente, debe seguir pautas
establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud.

El objetivo de estas pautas es formular criterios bésicos para la evaluacién
preclinica de la calidad, la inocuidad y la eficacia de los preparados herbolarios, y
en consecuencia, ayudar a los organismos nacionales reguladores y a las
organizaciones cientificas a evaluar la documentacién, los informes y los
expedientes que se les presentan respecto a dichos productos.

*La evaluacion de la inocuidad se debe realizar mediante estudios
toxicolégicos, en la cual se establecen la especie animal, sexo, nimero de animales,
via de administracién, frecuencia de dosis y el periodo de evaluacion.

* En la evaluacion de la eficacia, se especificardn los efectos farmacologicos de
los preparados y de sus constityentes. Las pruebas exigidas para respaldar su
eficacia, se seleccionaran de acuerdo al uso tradicional medicinal; para ello
evaluaciones in vitro, in vivo, in situ o in silico pueden ser seleccionadas.

*La evaluacion de la calidad, se realizara utilizando métodos analiticos para
la determinacién culitativa y cuantitativa de compuestos marcadores; asi como la

determinacion de residuos y contaminantes.
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Los resultados que se presentan a continuacién; se realizarén con base a las

pautas establecidas por la OMS.

7.1. Pruebas de Toxicidad y Eficacia

7.1.1. Toxicidad aguda por el Método de Lorke

La determinacién de la toxicidad aguda es una de las primeras pruebas que
se realizan para determinar el potencial téoxico de una sustancia pura o de un
extracto natural. Uno de los métodos mas utilizados es el de Lorke (1983) que
ofrece una serie de ventajas, incluyendo el hecho de que se emplean pocos
animales durante el estudio y permite estimar de manera sencilla la toxicidad
aguda.

El ensayo se realiz6 en dos fases. En la primera se determiné el efecto del
extracto organico, la infusion y el aceite esencial a las dosis de 10, 100 y 1000
mg/Kg durante 14 dias. Como se observa en el Cuadro 5 los tratamientos no
provocaron la muerte de los animales, anomalias externas o de los ¢rganos
internos de acuerdo a las observaciones macroscépicas. En la segunda fase del
experimento, los ratones fueron tratados con dosis mayores (1600, 2900 y 5000
mg/Kg). De nueva cuenta, no se observaron decesos ni anomalias de los 6rganos
internos en los grupos de animales tratados. Por lo tanto, la dosis letal media es
mayor a 5000 mg/Kg, lo cual indica que tanto los extractos como el aceite esencial

no son toxicos para ratones hasta la dosis de 5000 mg/Kg (Cuadro 5).
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Este hallazgo, aunado al uso de la planta por méas de un siglo
aproximadamente, garantiza a priori el consumo seguro de esta especie medicinal

para los humanos.

Cuadro 5. Evaluacién de la toxicidad aguda en ratones por le método de Lorke.

Fase I Fase I1
H. schaffneri
Extracto Organico DE;,
Aceite esencial 10 100 1000 | 1600 2900 5000 >5000 mg/Kg
Infusion
0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

7.1.2. Evaluacion del potencial antinociceptivo de extractos y compuestos en los

modelos de la placa caliente y estiramiento abdominal

La primera prueba de eficacia realizada en este estudio consistié en la
determinacién del potencial antinociceptivo utilizando los modelos de
estiramiento abdominal y de la placa caliente en ratones (Williamson et al. 1996). El
primer modelo mencionado es un modelo de dolor visceral de tipo inflamatorio
que es ampliamente utilizado para determinar desérdenes de drganos internos
como estémago o intestinos (Al-Chaer and Traub, 2002). Este método muestra una
buena sensibilidad para analgésicos débiles, pero muestra poca especificidad
porque los estiramientos pueden ser abatidos por relajantes de musculo liso por lo
que puede ser mal interpretado. Este problema puede ser solucionarse utilizando
otros modelos de nocicepcién tales como la placa caliente. En la realizaciéon de

pruebas preclinicas de agentes antinociceptivos se prefieren pruebas utilizando
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estimulos térmicos (Arendt-Nielsen and Chen, 2003). Ademas, estos ensayos tienen

buena sensibilidad y especificidad.

Para establecer el efecto antinociceptivo de la planta objeto de estudio en el
modelo de placa caliente se evaluaron los extractos y el aceite esencial (Angeles-

Lopez et al., 2010).

Los resultados de los ensayos en el modelo de estiramiento abdominal
indicaron que dosis graduales del extracto organico (10-316 mg/Kg, p.o) no
disminuyen los estiramientos inducidos por el 4cido acético en ratones. Con base
en estos resultados no se consider6 pertinente evaluar ni el aceite ni la infusién en

este modelo experimental (Figura 2).

Con respecto al modelo en placa caliente, primero se ensay6 el extracto
organico a las dosis de 10, 31.6, 56.2, 100, 177 y 562 mg/Kg (p.o.). Como se observa
en la Figura 3, a las dosis de 177 y 562 mg/Kg se produjo un retardo significativo
(P<0.001) en la respuesta debida al estimulo térmico; el efecto fue dependiente de
la dosis.

6000
5000 o
4000 -

ABC

3000 T
2000 1
1000 1

0 -
VEH 10 316 100 316 100

Dosis (mg/Kg) bIP

Figura 2. Efecto antinociceptivo del extracto organico de H. schaffneri en el modelo de estiramiento
abdominal. Cada barra es la media + e. e. de n=6 animales. Las diferencias estadisticas fueron
determinadas por ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet *P< 0.05.
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3000 o *kk

2000 4

ABC

1000

10 31.6 56.2 100 177 562 3.16
MOR

Dosis (mg/Kg)

Figura 3. Efecto antinociceptivo del extracto organico de H. schaffneri en el modelo de la placa
caliente. Cada barra es la media + e. e. de n=6 animales. Las diferencias estadisticas fueron
determinadas por ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet ***P< 0.001.

En los ensayos con el extracto acuoso, los ratones fueron tratados con 10,
56.2, 100, 177 y 316 mg/Kg (p.o.), y al igual que con el extracto organico los
tratamientos incrementaron el periodo de latencia al estimulo térmico (Figura 4).
El efecto del aceite esencial (1, 3.16, 17.7, 31.6 y 100 mg/Kg, p.o.) fue atin mejor en
el rango de dosis de 1-17.7 mg/Kg (Figura 5) perdurando también hasta el final del
experimento. A las dosis mas altas el efecto fue menor; estd disminucién de la
respuesta farmacolégica puede obedecer a varios factores incluyendo la hormesis

y/o problemas de solubilidad

A continuacién se procedié a evaluar los componentes mayoritarios del
aceite esencial y la infusion (Pérez-Vasquez et al., 2011) que incluyen al angelato de
8,9-epoxi-10-acetoxitimilo (8), timol (11), hofmeisterina III (12), isovalerato de
timilo (13) e isobutirato de timilo (14). Como los compuestos 13 y 14, no se
encontraban en cantidad suficiente para ser evaluados bioloégicamente, se

sintetizaron  mediante la condensacién del timol con los cloruros &acidos
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correspondientes. Los pardmetros espectrométricos y espectroscopicos de 13 y 14
fueron idénticos a los descritos por Mathela y colaboradores (2008) (ANEXO B).
Los compuestos 8, 11 y 12 fueron aislados del material vegetal como se describi

previamente por Pérez-Vasquez (Pérez-Vasquez et al., 2008).

3000 = *kk

*kk
x *kk kkk

*kk
2000 =

ABC

1000 =

VEH 10 56.2 100 177 316 3.16
MOR

Dosis (mg/Kg)

Figura 4. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de H. schaffneri en el modelo de la placa

caliente. Cada barra es la media = e. e. de n=6 animales. Las diferencias estadisticas fueron
determinadas por ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet ***P< 0.01.

3500 o *kdk
3000 o
2500 o

2000 +

ABC

1500 -

1000 +

500 +

100 3.16

MOR

3.16 17.7 31.6

VEH 1

Dosis (mg/Kg)

Figura 5. Efecto antinociceptivo del aceite esencial de H. schaffneri en el modelo de la placa caliente.
Cada barra es la media = e. e. de n=6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet **P< 0.01, ***P< 0.001.
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El compuesto 8 no present6 actividad antinociceptiva a las dosis evaluadas

(Figura 6); mientras que la hofmeisterina III (12) se evalu6 a las dosis de 0.1, 0.316,
1, 3.16, 17.7 y 31.6 mg/Kg (p.o.). Como se observa en la Figura 7, su efecto fue
significativo a las dosis de 0.316, 1, 3.16 y 17.7 mg/Kg. La accién duré hasta el final
del experimento. Los compuestos 13 y 14 se ensayaron a las dosis de 0.316, 1y 17.7
mg/Kg, p.o y como se observa en la Figura 8A el efecto antinociceptivo de 13 fue
significativo con los tres tratamientos mientras que el de 14 (Figura 8B) fue
importante a las dosis de 1y 17.7 mg/Kg. Los tres compuestos (12-14) mayoritarios

del aceite presentaron un efecto similar a la dosis de 1 mg/Kg al del aceite esencial

(Figura 9).

*kk

2500
20004
o 15001
1000~

5004

0-

VEH 0.316 1 316 17.7 5
. MOR
Dosis (mg/Kg)

Figura 6. Actividad antinociceptiva del angelato del 8,9-epoxi-10-acetoxitimilo (8). Cada barra es la
media = e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por ANADEVA
seguido de la prueba Dunnet ***P< 0.01.
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0 VEH 0.1 0.316 1 3.16 17.7 3.16
MOR

Dosis (mg/Kg)

Figura 7. Efecto antinociceptivo de la hofmeisterina III (12) en el modelo de la placa caliente. Cada
barra es la media = e. e. de n=6 animales. Las diferencias estadisticamente fueron determinadas por
un ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet *P< 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001.

A
*kk 3500 - *kk
3500 -
3000 o
3000 -
2500 o
2500 * *
2000 o
2000 g
<
1500 1500
1000 1000
500 500 o
0 04 T
0.316 1 f 5 VEH 0.316 1 17.7 5
MOR . MOR
Dosis (mg/Kg) Dosis (mg/Kg)

Figura 8. (A) Efecto antinociceptivo del isovalerato de timilo (13) e (B) isobutirato de timilo (14).
Cada barra es la media = e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba Dunnet *P< 0.05, ***P< 0.001.

En cambio, el timol (11, 10, 56.2, 100, 316 y 562 mg/Kg p.o.), fue activo sélo a
la dosis de 100 mg/Kg (Figura 10), sugiriendo que la presencia del residuo del
acido carboxilico confiere a 11 una mayor actividad antinociceptiva. Previamente,
se demostré que el timol (11) bloquea los canales de sodio con una potencia

comparable a la del anestésico local lidocaina (Haeseler., et al. 2002). Este efecto
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podria estar relacionado con la moderada accién antinociceptiva demostrada para
el producto en el presente estudio. Cabe mencionar, que esencias de especies de
Thymus (Lamiaceae) ricas en timol (11) demostraron un efecto antinociceptivo
importante en las pruebas de la formalina y placa caliente (Mahmoudi et al., 2008).
3000 =
2000 +

ABC

1000 o

1
Aceite 12 13 14

Dosis 1 mg/Kg

Figura 9. Comparacién de la actividad antinociceptiva de 12 con los compuestos 13 y 14 a la dosis

de Img/Kg en el modelo de placa caliente. Cada barra es la media + e.e de n = 6 animales. Las
diferencias estadisticas fueron determinadas por ANADEVA.

35001 ke
30001
25001

20001

ABC

15001

1000+

5001

562 100 316 562 -16
MOR

Dosis (mg/Kg)

Figura 10. Efecto antinociceptivo del timol (11) en el modelo de la placa caliente. Cada barra es la
media = e. e. de n=6 animales. Las diferencias estadisticames fueron determinadas por ANADEVA
seguido de la prueba de Dunnet *P< 0.05 y ***P< 0.001.

Con la finalidad de establecer de manera preliminar el posible mecanismo de

accion del producto 12 se realizé un conjunto de experimentos adicionales. Para ello
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los animales fueron tratados inicialmente con naloxona (1 mg/Kg), un antagonista
no selectivo de los receptores opioides, L-NAME (30 mg/Kg) un inhibidor de la
oxido sintasa, o glibenclamida (10 mg/Kg), un bloqueador de canales de potasio.
Quince minutos después del tratamiento con los antagonistas, se administré el
producto 12 a la dosis de 1 mg/Kg; los resultados indicaron una disminucién de la
actividad del angelato de timilo (12) cuando se preadministré naloxona (Figura 11);
ninguno de los otros 2 pretratamientos disminuyo el efecto de 12. Esta observacion
permite concluir a priori que el efecto farmacolégico del compuesto 12 esta mediado
por receptores opioides. (Andrade et al., 2007; ElHabazi et al., 2006; Ojewole, 2005;
Oweyele et al., 2005). Es importante mencionar que los resultados del presente

estudio no permiten descartar la participaciéon de otros mecanismos de accion.

3500 Kkk
3000
2500

é 2000
1500
1000
500

0 VEH 01 0316 1 3.16 17.7 1 3.16
NLX MOR

Dosis (mg/Kg)

Figura 11. Efecto antinociceptivo de la hofmeisterina III (12), asi como 12 (Img/Kg) + naloxona
(NLX, 1mg/Kg) en el modelo de la placa caliente. Cada barra es la media = e. e. de n=6 animales.
Las diferencias estadisticas fueron determinadas por ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet
*P< 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001.
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7.1.3. Determinacion del efecto antinociceptivo de los derivados de timol

sintetizados

Debido a la importante actividad mostrada por los ésteres mayoritarios del
aceite esencial, se decidi6é preparar una serie de analogos utilizando algunos acidos
carboxilicos y cloruros de acido disponibles en el laboratorio. Esta actividad se
realiz6 con la finalidad de analizar la variacién de la actividad antinociceptiva en
funcién de la naturaleza de la porcién derivada del acido carboxilico del éster. Por
lo tanto, diez analogos del compuesto 12, compuestos 15-26, se prepararon
condensando timol con el cloruro de acido correspondiente. Los ésteres resultantes
fueron evaluados en el mismo modelo de la placa caliente. Los compuestos 18, 19,
20 y 22 fueron nuevas entidades quimicas, sin embargo, 15 (Paolini et al., 2005), 16
(Schmitz et al., 1979; Paolini et al., 2007), 17 (Rice and Coats, 1994; ateeque et al.,
2002), 21 y 23 (Viana et al., 1981; Ateeque et al., 2002), 24 (Sheng et al., 2002), 25
(Kumar et al., 2008) y 26 (Viana et al., 1981; Ateeque et al ., 2002) eran conocidos, ya
sea como productos naturales o sintéticos. Los compuestos 18-20 y 22 fueron
identificados por métodos espectroscopicos. En todos los casos en el IR se observo
bandas para el carbonilo del éster fenélico a 1760 cml. Los espectros de RMN
(Cuadro 6) fueron muy similares a los otros ésteres de timol, los cuales presentan
en la regién aromdtica un sistema ABX correspondiente al anillo aromatico
trisustituido (ANEXO B). Los espectros de RMN tnicamente diferian en las

sefiales de los residuos de 4cido, los cuales fueron asignados como derivados de
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los acidos tiglico, 2-metil valérico, 3-metil valérico, 4-metil valérico y hexanico,
respectivamente (Mathela et al., 2008; Martinez et al ., 1988; Paolini et al., 2005, 2007;
Schmitz et al., 1979; Rice and Coats, 1994; Viana et al., 1981; Ateeque et al., 2002;

Sheng et al., 1984; Kumar et al., 2008).

Cuadro 6. Datos de los espectros de RMN 'H (300 MHz) y 13C (100 MHz) de los productos 18-20 y
22 (CDCl).

Compuestos
18 19 20 22
Carbon 61—1 5C §H 5C 51—1 5C 51—1 6C
1 - 175.6 - 171.7 - 172.4 - 172.7
2 2.73m 39.8 20.2.35 dd 41.1 259 m 32.2 2.5t (7.6) 34.6
(15.2,8), 23 2.6
dd (14.8, 6)
2-CHs 1.32d (7.2) 36.0 - - - - -
3 1.52m 20.7 1.38 m 31.7 1.68 m 33.5 1.78 m 249
3-CHs - - 1.17d 19 - - - -
4 1.45m 17.3 40.1.45 m 4B 29.1 1.71m 27.4 1.38m 31.5
1.35m
4- CHs - - - - 0.98d (7.2) 21.9 - -
5 0.98 t (7.2) 14.2 0.97 t (7.4) 10.9 0.98 d (7.2) 21.9 1.38m 22.5
6 - - - - - - 0.92¢(7.2) 14.1
1 - 148.2 - 147.6 - 147.6 - 148.1
2 - 137.2 - 136.7 - 136.7 - 137.2
3 7.19d (8) 126.4 7.18 d (8) 126.0 7.19d (8) 126.0 7.17 d (8) 126.5
4 7.01 da (8) 127.1 7.0 da (8) 126.7 7.0 da (8) 126.7 7.0 da (8) 127.2
5 - 136.6 - 136.2 - 136.18 136.7
6 6.77 d (0.8) 122.8 6.78 d (0.8) 1224 6.79 d (0.8) 1224 6.78 d (0.8) 122.9
5°- CHs 2.30s 21.0 2.30s 20.5 231s 20.5 230s 21.0
1 2.97 h (6.8) 27.1 2.97 h (6.8) 26.7 2.95h (6.8) 26.7 2.95h (6.8) 27.2
27 1.19d (6.8) 23.1 1.20 d (6.8) 22.7 1.18 d (6.8) 22.7 1.17 d (6.8) 23.2
3 1.19d (6.8) 23.1 1.20 d (6.8) 22.7 1.18 d (6.8) 22.7 1.17 d (6.8) 23.2

Se realiz6 la evaluacion de todos los andlogos (13-26) a tres dosis diferentes
en un rango de 1-17.7 mg/Kg; los resultados revelaron que sélo los compuestos 22,
24 y 26 fueron activos. En las Figura 12A, 12B y 12C observamos que el efecto
antinociceptivo de los compuestos 22, 24 y 26 fue significativo a la dosis de 1
mg/Kg. Estos resultados indican que la naturaleza de la cadena derivada del éster

no muestra una clara relacién con el efecto antinociceptivo.
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Figura 12. Efecto antinociceptivo del (A) hexanoato de timilo (22), (B) valerato de timilo (24) y (C)
acetato de timilo (26) en el modelo de placa caliente. Cada barra es la media + e.e de n = 6 animales.

Las diferencias estadisticas fueron determinadas por ANADEVA seguido de la prueba Dunnet *P<
0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001.

7.1.4. Determinacion del efecto antinociceptivo del dcido isovalérico

Para establecer si la porcion de derivada del &cido carboxilico era la
responsable de la actividad antinociceptiva de los ésteres de timol activos, se
decidi6 evaluar el acido isovalérico (porcion acida del isovalerato de timilo). En la

Figura 13 se observa que el &cido isovalérico no presenta una actividad
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antinociceptiva estadisticamente significativa como en el caso del timol; por lo
tanto se puede concluir que se requiere la integridad del éster para una mejor
actividad. Estos resultados sin embargo, no explican la diferencia de actividad
entre los distintos ésteres. Por lo tanto, se decidié evaluar cualitativamente la
estabilidad de algunos de los ésteres (activos vs no activos) en presencia de una
esterasa aislada de higado de cerdo. Todo ello considerando que la degradacién de
fdrmacos cuya estructura posee un enlace éster en matrices bioldgicas es
principalmente debida a la hidrélisis mediada por esterasas; de esta forma se
estableceria in vitro si la diferencia de actividad de los productos se debe a una
diferencia de estabilidad metabodlica debido a una degradacién diferencial por

parte de las esterasas.

4000+
30004

20004

ABC

10004

T T
VEH 0.316 1 17.7 5
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Dosis (mg/Kg)

Figura 13. Efecto antinociceptivo del acido isovalérico en el modelo de la placa caliente. Cada barra

es la media =+ e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba Dunnet ***P< 0.001.

La estabilidad in vitro de los ésteres de timilo mds activos (12-14) y uno

inactivo (15) fue analizada durante 24h. El estudio de estabilidad fue realizado de
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manera cualitativa, registrando la susceptibilidad de la hidrélisis del éster (12-15)
en presencia de una solucién de esterasa comercial de higado de cerdo en dos
buffers (pH 7.4 y 5), y en plasma de ratén a 37 °C. La hidrdlisis de los ésteres fue

monitoreada en un periodo de 24h mediante cromatografia en capa fina.

De acuerdo a los resultados resumidos en el Cuadro 7, en general, los
compuestos fueron inestables en plasma de ratén, sélo el compuesto 12 fue estable
durante la primera hora del experimento. En presencia de la enzima el tiempo de
degradacion fue diferente para cada compuesto. Asi, el compuesto 12 fue estable
en las soluciones control (pH 5y 7.4) a lo largo del experimento; sin embargo, fue
totalmente hidrolizado en la solucién enzimatica (pH 7.4) y de plasma de ratén
después de 4.5h. Por otra parte, a pH 5 este compuesto fue parcialmente
hidrolizado después de 24 h. Estos resultados sugieren que el compuesto 12 podria

tener una estabilidad aceptable en el tracto gastrointestinal.

El compuesto 14 fue estable en una solucion buffer a pH 5 pero parcialmente
hidrolizado a pH 7.4 después de 4.5 h; en plasma de ratéon y soluciones
enzimaticas, este compuesto fue totalmente hidrolizado a 1 y 4.5 h,
respectivamente. Por lo tanto se esperaria una estabilidad gastrointestinal similar a
la del compuesto 12. Finalmente, los ésteres 13 y 15 fueron completamente
hidrolizados en todas las condiciones evaluadas; con estos resultados se plantea la
posibilidad de que estos compuestos pueden ser hidrolizados antes de la absorcion

intestinal.
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En general, los resultados indican que la mejor actividad antinociceptiva

observada en los compuestos evaluados 12 y 14 puede deberse parcialmente a que

presentan una mejor estabilidad. Sin embargo, en el caso de 13 otros factores

pueden estar involucrados, tales como una mejor absorcién in vivo no consideradas

en este experimento. Por este motivo se encuentra en proceso la determinacién de

la farmacocinética de estos ésteres en experimentos in vivo.

Cuadro 7 . Estabilidad in vitro de esteres derivados del timol utilizando esterasas de higado de

cerdo.

Compuestos

pH 7.4

Plasma de Raton

12
13
14
15

4PNA

1

h

45 h

A

B

24

h

h

45 h

A

B

24 h
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+
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++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

A: Esterasa o plasma de ratén; B: Buffer o agua destilada; h: Horas.

-: No hidrolizado; +: Parcialmente hidrolizado; ++: Totalmente hidrolizado.

7.1.5. Determinacion del efecto espasmolitico en extractos y aceite esencial.

La prueba del efecto espasmolitico se seleccioné como prueba de eficacia

con base en el uso de la planta para el tratamiento de cdlicos estomacales. Esta

prueba consistié en la determinacién del potencial espasmolitico utilizando el

modelo de transito intestinal en ratones. Este modelo se ha utilizado ampliamente

para la determinacion del efecto gastrointestinal (Tan-No et al., 2003; Astudillo et

al., 2004; Mittelstadt et al., 2005 y Wang et al., 2008) debido a que no requiere de

equipo especializado para realizarse.
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Inicialmente, se estableci6 el efecto espasmolitico de los extractos acuoso y
organico asi como del aceite esencial. En el caso del extracto organico, los animales
se trataron con dosis de 10, 56.2, 100 y 316 mg/Kg (p.0). Como se observa en la
Figura 14, el efecto espasmolitico del extracto fue significativo con los tratamientos

desde 56.2 mg/Kg hasta 316 mg /Kg.

1001

% de avance gastrointestinal

10 56.2 100 316 3
ATR

Dosis (mg/Kg)

Figura 14. Efecto espasmolitico del extracto orgénico en el modelo de transito intestinal. Cada barra

es la media =+ ee de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba Dunnet *P< 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001.

En los ensayos con el extracto acuoso, los ratones fueron tratados con las
dosis de 10 - 562 mg/Kg (p.o). Como se observa en la Figura 15, el extracto acuoso
presenta actividad espasmolitica a partir de la dosis de 316 mg/Kg, siendo la dosis
de 562 mg/Kg mas activa que la atropina.

La evaluacion del efecto espasmolitico del aceite esencial, se realizé a las
mismas dosis que el extracto acuoso (p.o). El efecto del aceite esencial Figura 16 fue
significativo con los tratamientos a partir de 100 mg/Kg, siendo la dosis de 562
mg/Kg la mas activa.

Los efectos de los extractos y el aceite esencial fueron dependientes de la

dosis, sin embargo, el extracto acuoso fue menos activo con respecto al aceite
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esencial y al extracto organico debido a que su actividad se present6 a partir de la

dosis de 316 mg/Kg.

100+

% de avance gastrointestinal

VEH 10 56.2 100 316 562

3
ATR

Dosis (mg/Kg)

Figura 15. Efecto espasmolitico del extracto acuoso en el modelo de transito intestinal. Cada barra
es la media = ee de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba Dunnet *P< 0.05 y ***P< 0.01.

100+
80+

60+

40-
20+ I

VEH 10 56.2 100 316 562 3
ATR

% de avance gastrointestinal

Dosis (mg/Kg)

Figura 16. Efecto espasmolitico del aceite esencial en el modelo de transito intestinal. Cada barra es

la media + e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por ANADEVA
seguido de la prueba Dunnet *P< 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001.

Los compuestos mayoritarios del aceite esencial, infusién y extracto organico
fueron evaluados también mediante esta prueba. El éster 12 se evalu6 a las dosis de
1, 17.7 y 31.6 mg/Kg (p.o). Como se observa en la Figura 17, su efecto fue

significativo a partir de la dosis de 17.7 mg/Kg.
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Figura 17. Efecto espasmolitico de la hofmeisterina III (12) en el modelo de transito intestinal. Cada
barra es la media + e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba Dunnet *P< 0.05 y ***P< 0.001.

El timol (11) se evalu6 a las dosis de 17.7, 31.6, 56.2 y 100 mg/Kg (p.o) y su efecto

fue significativo a partir de la dosis de 56.2 mg/Kg (Figura 18).

% de avance gastrointestinal

VEH 17.7 31.6 56.2 100 3
ATR

Dosis (mg/Kg)

Figura 18. Efecto espasmolitico del timol (11) en el modelo de trannsito intestinal. Cada barra es la
media = e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por ANADEVA
seguido de la prueba Dunnet *P< 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001.

El 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8) se evalu6 a las dosis de 5.6 - 31.6 mg/Kg (p.o).
Como se observa en la Figura 19, su efecto fue significativo a partir de la dosis de

31.6 mg/Kg.
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Figura 19. Efecto espasmolitico del 8,9-epoxi-10-acetoxitimilo (8) en el modelo de transito intestinal.
Cada barra es la media = e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba Dunnet **P< 0.01 y ***P< 0.001.

El isovalerato de timilo (13) se evalu6 a las dosis de 5.6 - 31.6mg/Kg (p.o)

pero fue tnicamente significativo a las dosis de 5.6 y 17.7 mg/Kg (Figura 20).
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Figura 20. Efecto espasmolitico del isovalerato de timilo (13) en el modelo de transito intestinal.
Cada barra es la media = e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas
por ANADEVA seguido de la prueba Dunnet ***P< 0.001.

El isobutirato de timilo (14) se evalu6 a las dosis de 5.6 - 31.6 mg/Kg (p.o)

(A) y fue tinicamente activo a las dosis de 5.6 y 17.7 mg/Kg.
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Figura 21. Efecto espasmolitico del isobutirato de timilo (14) en el modelo de transito intestinal.

Cada barra es la media = e.e de n = 6 animales. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por
ANADEVA seguido de la prueba Dunnet *P< 0.05, **P< 0.01 y ***P< 0.001.

Con base en los resultados recién descritos se puede concluir que el efecto
espasmolitico de los distintos preparados se debe a los compuestos 8, 13 y 14; el
primero se encuentra en la infusion, y los otros dos en el aceite esencial. Estudios
previos realizados por Astudillo et al., 2004, demuestran la actividad espasmolitica
del timol en un modelo in vitro utilizando intestino de conejo; mientras que Beer et
al., 2007 proponen un posible mecanismo de accién agonista del timol sobre los

receptores a1, oz, y -adrenérgicos.

7.1.6.- Determinacion del efecto antimicrobiano y antifiingico

Se determin¢ el efecto antibacteriano y antifangico del extracto orgénico y
aceite esencial contra una bateria de microorganismos Gram positivo
(Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis), negativo (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Salmonella typhi y) y una levadura (Candida albicans), utilizando el
método de microdilucién. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto

organico es inactivo; mientras que el aceite esencial y la infusiéon (Cuadro 8) fueron
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activas contra las bacterias Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus y la levadura. En
el Cuadro 8, se muestran los resultados obtenidos del anélisis; en donde podemos
observar que el compuesto 8, mayoritario de la infusién y presente en todos los
aceites evaluados, particularmente en los lotes IV y I, present6 una actividad
mayor a la del timol (11) contra S. aureus y B. subtillis, y fue inactivo contra C.
albicans (MIC >1024 pg/mL). Sin embargo, la hofmeisterina III (12), el componente
mayoritario de los aceites y el extracto organico fue inactivo contra todos los
microorganismos evaluados. El compuesto 13 presenté6 una buena actividad
antibacteriana contra los dos microorganismos Gram +, sin embargo, al ser
evaluado contra C. albicans se observé una baja actividad antifingica. El
compuesto 9 (MIC =128 pg/mL), uno de los componentes de la infusion, también
demostré una actividad antifangica comparable a la del timol (11) (MIC = 192
ng/mL). Los otros compuestos evaluados no presentaron una actividad

significativa.

Las bacterias Gram + evaluadas son las responsables de infecciones menores
de piel; tales como barros, impétigo y absesos, asi como de enfermedades que
ponen en riesgo la salud tal como la pneumonia, meningitis, edocarditis,
bacteremia, sépsis, entre otras. Por otra parte, S. aureus es extremadamente
prevalente en dermatitis atipicas y una de las bacterias que mas ha mostrado
resistencia a los antibiéticos provocando un alto indice de mortalidad sobre todo

en pacientes hospitalizados (Nyman et al., 2011).
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Estudios previos en la determinacién del posible mecanismo de accién del
timol cuando se evalua contra Bacillus cereus, demostraron que interactia con la
bicapa fosfolipidica de la membrana; se asume que se alinea entre los acidos
grasos; esta distorcion en la estructura membranal puede causar una expansion y
desestabilizaciéon de la membrana, incrementando su permeabilidad pasiva. En el
caso de S. aureus, éste causa una fuga de iones fosfato causando la muerte de la

bacteria (Burt, 2004).

Evaluaciones recientes de derivados del timol (Isobutirato de 8,9-epoxi-10-
isobutiriloxitimilo, 8-hidroxi-9, 10-diisobutiloxitimol y 8,9,10-trihidoxitimol)
aislados de Inula hupehensis demostraron que poseen actividad antibacterial contra

S. aureus (Zhao et al., 2010).

Finalmente, C. albicans es la causante de infecciones vaginales y erupciones
en la piel, por tan s6lo mencionar algunas. Recientes investigaciones con terpenos,
demuestran que inhiben la respiracion del género Candida, sugiriendo efectos
adversos sobre la mitocondria de la levadura (Braga et al., 2008). Por lo tanto, la
actividad de los preparados y algunos compuestos sustenta, in vitro, el uso popular

de la planta como un agente tépico anti-infeccioso.
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Cuadro 8. Efecto antimicrobiano de extractos y esencia de H. shaffneri.

Accie eact MIC (ug/m)
infusi6n o Staphylococcus Bacillus subtillis Candida albicans
compuestos aureus (ATCC (ATCC 6633) (ATCC 10231)
25932)

I 96 256 192

I 192 256 512

I 192 512 512

1Y 48 758 512

4 >1024 >1024 >1024

5 512 >1024 >1024

6 >1024 >1024 >1024

8 32 64 >1024

9 >1024 >1024 128

11 512 256 128

12 >1024 >1024 512

13 64 32 512

14 >1024 >1024 256

Infusién 64 64 128

Extracto Orgéanico >1024 >1024 1024

Ampicilina <2 <2 -
Fluconazol - - 2

60



UN /4 M
POSGRAD

7.1.7.- Determinacion del efecto antiprotozoario

Se determin¢ el efecto antiprotozoario del extracto organico, infusién y aceite
esencial contra G. lamblia, E. histolytica y T. vaginalis. Los resultados se presentan en

el Cuadro 9.

Se observa que tanto los extractos como la esencia no presentaron una buena
actividad con respecto al control (metronidazol) contra ninguno de los parasitos

evaluados, por lo que esta planta no presenta actividad antiprotozoaria

Cuadro 9. Efecto antiprotozoario de extractos y esencia de H. shaffneri.

Aceite, extracto
organico, Cls (Hg/mL)
1nfus1onto Giardia lamblia Entamoeba Trichomonas
compuestos (IMSS:0989:1 ) histolytica (HM1- vaginalis (GT3)
IMSS )

Extracto orgénico 175.02 147.45 235.82
Extracto acuoso 223.01 189.39 372.62
Aceite esencial 161.78 151.82 206.88

(V)
8 137.65 120.32 140.80
1 164.12 146.69 185.68
12 158.38 136.30 187.31
13 155.76 129.19 186.30
14 154.68 125.32 140.80
15 140.22 116.86 144.79
Metronidazol 208.80 59.90 39.96
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7.2. Pruebas de Composicion e Identidad

Como se indic6 en la seccion de antecedentes es de suma importancia
determinar los parametros de calidad de las drogas vegetales, para asi garantizar
que los productos consumidos por la poblacién sean los adecuados para el alivio
de sus problemas de salud. Por lo tanto, en la presente investigacion, se desarroll6
un método analitico para cuantificar uno de los componentes activos de la planta,
presente en buena cantidad, tanto en la infusién como en la esencia y extracto
orgdnico de la planta. De manera adicional, se estableci6 un parametro de
identidad botdnica de la droga cruda mediante su anélisis microscépico de

acuerdo a las técnicas convencionales.

7.2.1. Prueba de composicion

Para el desarrollo de la prueba de composicion se escogié un método
de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR). Este tipo de técnica es
popular para el andlisis de los productos herbolarios ya que es muy versétil, su
manejo es relativamente sencillo y no estd limitado por problemas de estabilidad
térmica o volatilidad de los compuestos objeto de analisis; practicamente todos los
compuestos presentes en las distintas drogas crudas pueden ser analizados por
CLAR. La aplicacién de este método requiere el establecimiento de las mejores
condiciones de andlisis para detectar y cuantificar los principios activos y/o

marcadores de interés. Afortunadamente, los detectores empleados en este tipo de
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cromatografia son muy diversos haciendo atin mas atractiva su aplicaciéon. El
desarrollo reciente de las técnicas acopladas facilita atin mdas este proceso de
detecciéon. Entonces, en primer lugar es necesario establecer el perfil
cromatografico de la matriz objeto de andlisis; esta actividad a su vez implica la
seleccion de la columna, fase mévil, método de deteccién, y velocidad de flujo, por
sefialar algunos. Las columnas de gel de silice de fase reversa son las mas

utilizadas para las separaciones analiticas de las drogas crudas.

En este estudio, luego de ensayar simultineamente numerosas columnas,
fases moviles, y matrices de trabajo se determiné que la infusién de la planta
constituia la mejor matriz de trabajo. Mejor adn, la resolucion del perfil
cromatografico mejoraba notablemente si la infusién se sometia a un proceso de
reparto por sextuplicado con CHxCl,. La fase orgénica resultante (Figura 22) se
resolvi6 de manera adecuada mediante la aplicacion de las condiciones
cromatograficas siguientes: Precolumna Hibar; columna Licrospher 100 RP-18
(bum) con un gradiente de elucién de ACN: HxO 45:55 de 0-7 min; 55: 45 de 7-12
min; 60: 40 de 12-17 min; 65: 35 de 17-22 y 70: 30 de 22-60 min; la longitud de onda
de deteccién fue de 227 nm; temperatura ambiente; flujo 0.6 mL/min, volumen de

inyeccion 20 uL y un tiempo de elucién 35 min.

Como se aprecia en el cromatograma de la Figura 22, son dos los picos
preponderantes en el cromatograma. De éstos, el de tiempo de retenciéon 27

minutos, identificado como el compuesto 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8), aislado
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previamente de la planta (Pérez-Vazquez et al, 2007) y con propiedades
antisépticas comprobadas (Pérez-Vazquez et al., 2011), present6 las caracteristicas
de estabilidad requeridas para su seleccion como compuesto marcador. El otro
pico de tiempo de retencién 17 minutos corresponde al 8,9-epoxy-10-hidroxitimilo
y aunque se encuentra en mayor proporciéon, quimicamente el compuesto es menos
estable, ya que al cabo de varios dias (siete en promedio) parte del producto se

degradaba.

I I
0.00 1000 20.00 30.00

Mnutes

Figura 22. Cromatograma de la infusién de H. schaffneri.

Un vez que se selecciond el producto 8 como idéneo para el desarrollo de la
prueba de composicion, se ajusté experimentalmente la concentracién de trabajo
para obtener una respuesta analitica (area bajo la curva) del detector en un rango
menor a 0.1 unidades de absorbancia. Después se ajust6 la sefial correspondiente a
8 y se procedi6 a la validacion del método analitico de acuerdo a las Guias de

Validaciéon publicadas por la FDA (ICH, 2005). En el presente estudio, los
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pardmetros de calidad evaluados para validar el método analitico incluyen:
selectividad, linealidad, precisién y exactitud, Los resultados obtenidos para cada

parametro de calidad evaluado se resumen a continuacion.

7.2.1.1. Selectividad

Un método es selectivo cuando la respuesta analitica que se genera a través
de su aplicacién se relaciona tinicamente con el analito de interés y no con otros
componentes presentes en una muestra de analisis (ICH, 2005). La selectividad se
estableci6 al comparar los espectros de absorcion obtenidos al UV (210-300 nm) de
tres muestras correspondientes de 8 a una concentracion de [1.25 mg/mlL] (a), a la
matriz de trabajo [1 mg/mL] (b) y la matriz de trabajo enriquecida con 8 [0.625

mg/mL] (c) (Figura 23).

7.2.1.2. Linealidad del sistema

Se dice que el sistema es lineal cuando las respuestas analiticas que se
derivan del mismo son directamente proporcionales a la concentraciéon de analito
en la muestra (WHO, 2007). La linealidad del sistema se determiné construyendo
una curva de calibracién con cinco diferentes niveles de concentraciéon (0.0625 a
1.25 mg/mL). Los resultados de estos experimentos se resumen en el Cuadro 10 y

Figura 24.
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Figura 23. Espectros de absorcién al UV de la a) solucién de referencia, b) matriz de trabajo y )
matriz de trabajo enriquecida con solucioén de referencia. Detector PDA 996. Fase moévil: gradiente
ACN:H0O; velocidad de flujo: 0.6 mL/min; fase estacionaria: columna LiChrospher® 100RP-18.
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Cuadro 10. Resultados experimentales de la curva de calibracién de 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8)
para evaluar la linealidad del sistema.

Réplica Concentracion ABC
(mg/mL)
1 1.25 63261621
2 1.25 67770615
3 1.25 68026984
4 1.25 69296863
5 1.25 71117711
6 1.25 71162404
1 0.5 27168579
2 0.5 30934452
3 0.5 34057333
4 0.5 31940598
5 0.5 37878553
6 0.5 31305779
1 0.25 14814479
2 0.25 17210654
3 0.25 17877151
4 0.25 17924888
5 0.25 19819378
6 0.25 15945797
1 0.125 8300933
2 0.125 8744012
3 0.125 8902390
4 0.125 10476862
5 0.125 11726177
6 0.125 8795602
1 0.0625 4576585
2 0.0625 4337273
3 0.0625 4348111
4 0.0625 4971844
5 0.0625 5300151
6 0.0625 4136262

El ajuste de los datos se realizé mediante un anélisis de regresion lineal
simple (Figura 24). Los parametros estadisticos calculados para evaluar la
linealidad del sistema a partir de este andlisis fueron: pendiente de la recta (b1: 5.3
x 107), ordenada al origen (bo: 3.2 x 10°), coeficiente de correlaciéon (r: 0.997),

coeficiente de determinacién (r% 0.995) e intervalo de confianza para la pendiente

(IC(B1): 4.6 x 107—5.95 x 107) con t 0.075, 2= 2.048
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Figura 24. Gréfica de la evaluacién de la linealidad del sistema de 8,9-epoxi-10-acetoxitimilo (8).

El método analitico desarrollado es lineal en el rango de concentraciones
analizadas, ya que cumple con los criterios de aceptacién especificados en la guia
de validacion ICH Q2 (R1) (2005). Asi, la magnitud del coeficiente de
determinacién (r?) fue mayor de 0.98 y el intervalo de la pendiente (IC(B 1)), no

incluyo al cero.

Posteriormente, el analisis de varianza (ANADEVA) de la regresién lineal
simple para n=30y a= 0.05%, muestra un valor para el estadistico F de Fisher de
(F 0.05,1,4) 756.9 que supera el valor critico de F 00514 =7.71 de tablas con lo que se
concluye que el modelo estadistico establecido mediante el andlisis de regresién

lineal es adecuado.
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7.2.1.3. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de deteccion (LD) de un método se refiere a la concentracion
minima de analito en una muestra, que puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada. El limite de cuantificacion (LC) se define como la
concentraciéon minima del analito que puede ser determinada con precisién y
exactitud aceptables (WHO 2007). Ambos limites (LD y LC) se determinaron a
partir de una curva de calibracion con tres niveles de concentraciones

comprendidas entre un rango de 0.0625 y 0.25 mg/mL.

Asi, utilizando las féormulas indicadas del ANEXO B, los valores de limite de

deteccién y limite de cuantificacion fueron 0.06 y 0.19 mg/mL respectivamente.

7.2.2.4. Linealidad del método y exactitud

Se dice que un método lineal es cuando las respuestas analiticas que se
derivan del mismo son directamente proporcionales a la cantidad de analito
adicionado en la muestra de objeto de anélisis (WHO 2007). La linealidad del
método se evalué a partir de la curva de calibracién construida a partir de
disoluciones de la matriz de trabajo enriquecidas con una muestra estdndar del
compuesto 8. Las cantidades de estandar que se adicionaron a la matriz fueron
mg/mL de, que representaban el porcentaje del analito. En el Cuadro 11 se

muestran los resultados.
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Cuadro 11. Resultados experimentales de la curva de calibracién de 8,9-epoxy-10-acetoxitimilo (8)
para evaluar la linealidad del método y la exactitud.

Solucién Cantidad Area (uV*s) Cantidad % Recobro
adicionada recuperada
(mg/mL) (mg/mL)
1 1.25 69596076 1.252 100.2
2 1.25 69860688 1.257 100.6
3 1.25 70360704 1.266 101.3
4 1.25 70784703 1.274 102.0
1 0.625 35997635 0.618 99.0
2 0.625 36103240 0.620 99.3
3 0.625 36180519 0.621 99.5
4 0.625 36591223 0.629 100.8
1 0.3125 19576492 0.308 98.8
2 0.3125 19832834 0.313 100.3
3 0.3125 20114087 0.318 102
4 0.3125 20124207 0.318 102

1.400

y=1.013x-0.0051
R?=0.99967

Cantidad recuperada (mg/mL)

© °© o o » B
N R @ ® o N
o o © o © o
S © © © © o

0.000
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 14

Cantidad adicionada (mg/mL)

Figura 25. Gréfica de la evaluacién de la linealidad del método y exactitud de 8,9-epoxy-10-
acetoxitimilo (8).

El ajuste de los datos se realiz6 mediante un anélisis de regresion lineal
simple (Figura 25). Los parametros estadisticos calculados para evaluar la
linealidad del método fueron: pendiente de la recta (bi: 1.013), ordenada al origen
(bo: -0.0051), coeficiente de correlacion (r: 0.999), coeficiente de determinacién (r2:

0.999), intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1): 0.8923 —1.134) e intervalo
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de confianza para la ordenada al origen (IC(Bo): -0.1048 - 0.09377), ambos con t 0.975,

10 = 2.228 y coeficiente de variacién de la regresion (CVy,x =0.47).

El método desarrollado es lineal pues los resultados de la regresiéon lineal
simple cumplen con los criterios de aceptacion (bo= 0; b1 # 0; r 2 0.99; 12> 098 y

La exactitud del método se define como la concordancia entre el valor de
concentracion del analito en la matriz enriquecida obtenida experimentalmente y
el valor de referencia (cantidad utilizada para enriquecer la matriz) (WHO, 2007).
Este parametro de calidad se determiné mediante el andlisis de los porcentajes de
recobro. Estos resultados indican que el promedio del porcentaje de recobro se
encuentra dentro del rango establecido para un método cromatografico (98-102%).
Por lo tanto, el método analitico es exacto en el rango de concentraciones

ensayadas.

7.2.2.5. Precision del método

La precision de un sistema o método analitico se refiere a la concordancia
entre las respuestas analiticas individuales que resulten de varias estimaciones de
la concentracion de un analito, en una misma solucién homogénea, bajo las mismas
condiciones de analisis. La precision se debe calcular considerando la dispersiéon de
los datos individuales con respecto a la media y se exprese como desviacién
estindar o coeficiente de variacién. En el presente trabajo, la precisiéon fue

determinada en términos de repetibilidad y precisién intermedia.

71



UN /4 M:
POSGRADOY

{13, P

La repetibilidad es la media de la precisién bajo las mismas condiciones de
analisis, evaluada por un sélo analista y durante un intervalo corto de tiempo. La
precision intermedia expresa las variaciones de la respuesta analitica debido a las

diferencias de analista, equipos o dias de analisis (WHO, 2007).

La repetibilidad se evalué a través de la respuesta analitica de seis

soluciones con una concentracién aproximada de 8 de 1.25 mg/mL. Cuadro 12.

Los parametros estadisticos evaluados en este andlisis fueron: promedio,

desviacion estandar y coeficiente de variaciéon (CV).

El coeficiente de variaciéon calculado para este andlisis fue de 0.66% (criterio
de aceptacion, CV < 3%) con lo que se concluye que el método analitico es preciso

(EURACHEM, 1998)

La precisiéon intermedia se evalu6 mediante el andlisis de seis muestras
independientes (0.625 mg/mL) en dos dias y por dos analistas diferentes. Los
resultados estadisticos obtenidos: promedio, desviaciéon estdndar y coeficiente de
variaciéon (CV) nos permitieron concluir que el método es preciso (criterio de

aceptacion CV <2%).
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Cuadro 12. Resultados experimentales para evaluar la precision (repetibilidad/precision
intermedia).

Dial Dia 2/analista 1 Dia 3/ analista 2
Solucién Concentracion Area(V*s) Concentracion Area(V*s) Area(V*s)
(mg/mL) (mg/mL)

1 1.25 70724534 0.625 36453499 36226788
2 1.25 70001980 0.625 36987274 36914821
3 1.25 69737368 0.625 36838269 36054595
4 1.25 70304547 0.625 36995579 36332961
5 1.25 70039935 0.625 36116675 36097205
6 1.25 69373235 0.625 36144039 36611114
Promedio 70030266.48 Promedio 36589222.5 36372914

Desviacion std 463812.5143 Desviacion std 406326.2526 331871.639

CV 0.66 CV 1.11 0.91

7.2.2.6. Estabilidad

El objetivo de los estudios de estabilidad es establecer la posible variacién
de la concentraciéon de una muestra en un tiempo determinado y bajo la influencia
de la temperatura y condiciones de almacenaje (NOM-073-SSA1-2005). Para la
validaciéon de un método es deseable que esta concentracién sélo varie en un

rango 2%.

La estabilidad de las muestras de analisis se evalu6 bajo condiciones de
refrigeracion (-4 °C), a temperatura ambiente y a 37 °C. Los resultados son
expresados como la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién
de almacenaje, respecto de la media aritmética del andlisis inicial (Idil). Una
muestra se considera estable cuando el valor de ldil < 2%. Estos andlisis se

realizaron en un periodo de 7 dias.

Los resultados obtenidos que se indican en el Cuadro 13 y el analisis de los

cromatogramas de cada una de las muestras ensayadas indican que con excepcién
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de la muestra de la solucién estdndar almacenada a 37 °C durante 7 dias, todas las

demads son estables al no presentar descomposiciéon o degradacién quimica del

compuesto marcador. (Cuadro 13).

En resumen, con base en los resultados descritos anteriormente el método
analitico para cuantificar 8 en la particiéon organica de H. schaffneri es lineal, preciso

y exacto.

Cuadro 13. Resultados de la evaluacién de estabilidad representados por Idil.

Idil
7 dias
-4 °C 37 °C Temperatura ambiente
8,9-epoxy-10-acetoxitimilo 0.71 2.6 1.3

®

7.3. Caracterizacion Anatomica de las Partes Aéreas

Los procesos cromatograficos (CCF, CLAE, CG) junto con las pruebas
botanicas (macroscépicas y microscopicas) juegan un papel muy importante en la
identificacion y el control de calidad de las drogas crudas, en particular cuando
estas se venden en mezclas. La prueba de identidad desarrollada en el presente
trabajo fue la identificacién microscépica de la droga cruda constituida por las
partes aéreas de la planta. Se examinaron de forma separada las hojas y el tallo
utilizando las técnicas de fijaciéon y tincién que se describen en la seccién
experimental. Los resultados obtenidos se describen a continuacion:

Hoja lobada, 2-pinatifida de bordes lisos, dorsiventral, anfiestomética con

estomas anomociticos con cavidad subestomatica, presenta tricomas multicelulares
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uniseriados y biseriados, glandulares (Figura 26A). En corte paradermal las células

epidérmicas son grandes de forma irregular aplanadas (Figura 26B).

Figura 26. (A). Fotomicrografia de hoja Lg, Sch-ANN, 9 pm de un estoma anomocitico (E). (B).
Fotomicrografia de hoja Lg, Sch-ANN, 9 pm, tricomas multicelulares uniseriados (Tr).

En corte transversal se observan las células epidérmicas de la cara adaxial,
mas grandes que las de la cara abaxial, todas con presencia de cloroplastos (Figura
27A). La pared celular de la cara periclinal (apical) de estas células es gruesa,
constituida de celulosa, por su reacciéon con el reactivo de Schiff y verde rapido

(Figura 27B).

(A) (B)
Figura 27. (A). Fotomicrografia de hoja Lg, Sch-ANN, 9 um, dorsiventral, cdmaras subestomaticas
en cara abaxial y adaxial. (B). Fotomicrografia de hoja de tricomas glandulares(Tr).
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En el mesoéfilo se observa una capa de parénquima en empalizada en la cara

adaxial y parénquima esponjoso, en el cual se ubican cavidades secretoras,
cercanas a los haces vasculares y con su eje mayor paralelo al haz vascular (Figura
28 A). Estas cavidades presentan una capa de células epiteliales, dentro de la
cavidad se presenta un contenido de naturaleza lipidica por su reaccién con

tetradxido de osmio y porque no reacciona con ninguno de los otros colorantes

usados (Figura 28 B).

Figura 28. (A). Fotomicrografia de hoja Tr, CJ, 9 um, cavidades secretoras cerca del haz vascular
(CS). (B). Fotomicrografia de hoja Tr, CJ, 9 um, cavidad secretora con contenido (CS).

En sintesis, las caracteristicas distintivas de las hojas son sus cavidades
secretoras y tricomas glandulares. El tallo contiene material ergéstico de oxalato de
calcio tipo estiloideo en células parenquimdticas de la médula (Figura 29A),
alrededor de esta se presentan elementos traqueales con paredes lignificadas por

su reaccion positiva a safranina (Figura 29B).
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(A) (B)

Figura 29. (A). Fotomicrografia de tallo Lg, ANN, 13 um, material ergéstico (estiliodeo) en médula.
(B). Fotomicrografia de tallo Lg, CJ, 13 pm, elementos traquelaes lignificados.

La organizacién vascular es colateral, el tejido floematico se encuentra hacia
el interior y el xilema hacia el exterior (Figura 30A), cerca del coértex el cual
presenta gran contenido de macroesclereidas (Figura 30B), el felema consiste de 3-
5 capas celulares (Figura 30C).

En la organizaciéon longitudinal se presentan elementos traqueales con
punteaduras alrededor de la médula (Figura 31A); células floeméticas anucleadas,
de pared primaria. Los miembros de vaso presentan ornamentaciéon helicoidal
(Figura 31B); el felema estd constituido por células rectangulares de paredes

delgadas (Figura 31C).
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Figura 30. (A). Fotomicrografia de tallo Tr, Rj”O”, 13 pm, haces vasculares colaterales. (B).
Fotomicrografia de tallo Tr, ANN, 13 pm, macroesclereidas. (C). Fotomicrografia de tallo Lg, ANN,
13 pum, felema de 5 capas.
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Figura 31. (A). Fotomicrografia de tallo Lg, CJ, 13 um, elementos traqueales lignificados con
ornamentacién puntuada. (B). Fotomicrografia de tallo Lg, CJ, 13 um, elementos de vaso con
ornamentacién helicoidal (V). (C). Fotomicrografia de tallo Lg, CJ, 13 pm, felema.

Las células parenquimaticas de la médula presentan un contenido globular
con fuerte reaccién a rojo “O” y que con Cuadruple de Johansen se tifie de verde,

por lo que puede corresponder a glucolipidos (Figura 32A y 32B).
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Figura 32. (A). Fotomicrografia de tallo Lg, CJ, 13 um, contenido parenquimético glucolipidico. (B).
Fotomicrografia de tallo Lg, Rj “O”, 13 pm, células medulares con glucolipidos.

Las caracteristicas distintivas encontradas para los tallos de H. schaffneri son:
macroesclereidas del cortex y células parenquiméticas de la médula con cristales

estiloideos y lipidos.
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VIII. CONCLUSIONES

Los extractos (organico y acuoso) y el aceite esencial, resultaron ser seguros

para roedores, hasta la dosis de 5 g/Kg en el ensayo de toxicidad aguda.

Los preparados a base de esta planta y algunos compuestos, al ser
evaluados en el modelo de la placa caliente presentaron actividad antinociceptiva,
siendo el aceite esencial mas activo de los preparados y el derivado 12 el mas
activo entre los productos ensayados. Este producto es el mayoritario del aceite y
su mecanismo de accién como antinociceptivo, se encuentra mediado por
receptores opioides, ya que el pretratamiento de los animales con naloxona
antagoniza su efecto farmacolégico. La mejor actividad antinociceptiva, observada
en 12 puede deberse parcialmente a que presenta una mejor estabilidad. Es
importante recalcar que los compuestos 18, 19, 20 y 22 evaluados en el modelo de
placa caliente, resultaron ser nuevas entidades quimicas.

Las propiedades antinociceptivas demostradas para los esteres del timol en
este trabajo, constituyen un aporte original para la farmacologia de este tipo de
productos.

Como la mayoria de los extractos y productos naturales, la evaluacion de la
actividad antimicrobiana de diferentes preparados y compuestos de H. schaffneri

arrojo resultados solo contra bacterias Gram positivo. En el caso de los compuestos
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evaluados tinicamente 8 y 13 presentaron una actividad mayor, a la del timol (11)
contra S. aureus y B. subtillis; mientras que el compuesto 9, mostré una actividad
antifingica comparable a la del timol (11). Cabe sefialar que S. aureus y C. albicans
son algunos de los principales agentes causales de enfermedades de la piel.

La actividad espasmolitica, en el modelo de transito intestinal, demostr6
actividad en los preparados de extracto acuoso, aceite esencial y en el compuesto 8.
Sin embargo, cuando se realizé la evaluacién antiprotozoaria, ninguno de los
preparados, ni compuestos, resultaron activos contra los parasitos seleccionados.
Por lo tanto, en la presente investigacion se demostré la eficacia preclinica y
seguridad de preparados y compuestos aislados de H. schaffneri de acuerdo al uso

popular de la planta.

Por otra parte, fue posible establecer los pardmetros de calidad, de la
infusion y se desarrollo un método analitico, para cuantificar los principios activos
presentes en la misma. Con el desarrollo de esta metodologia, sera posible contar
con preparados estandarizados, a base de esta planta, ademas de facilitar control

de calidad de la droga cruda.

Finalmente, la integracion de la informacién cientifica, generada en este
proyecto y la ya existente, permitira la elaboracion de las monografias tipo OMS y

farmacopéicas de la especie objeto de estudio.
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Espectro 1. RMN-"H (300MHz ) y "*C (75.5MHz) del compuesto 8 (CDCls)
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Espectro 2. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 8
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Espectro 3. RMN- "H ( 300 MHz) y *C (75.5MHz) del compuesto 11 (CDCls)
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Espectro 4. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 11
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Espectro 5. RMN-'H del compuesto 12 (CDCls) 300MHz.
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Espectro 6. RMN-"C del compuesto 12 (CDCls) 75.5MHz
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Espectro 7. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 12
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Espectro 8. RMN-'H (300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 13 (CDCls)
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Espectro 9. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 13

101



UN /4 MeE
POSGRAD

3000
(]
/ )}\(
- L
2000
— 1000
T alt w L o
T T ] T T T T ] T T 1 T I T T T T I T T T T I T ] T T l T T T T ] T T T T l
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0

ppm (f1)

150 100 50 0
ppm (f1)

Espectro 10. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 14 (CDCls)

102



100.0

%0

88

%T

10

4000.0

REREEEEEEEEEEEEE

187330

2966 99

3000

7

9a

B

o
O
150
|
20
118
Cll P e, A
120 190 160 180 200 20 240 260

= a0 05
1570 $40.43
87831 9
757.28
162161 92621
141201 1
136409
1281.06
1342.96
138597
LIRR 3
1%06.08 |
1087,
146885 124333
ns2
12%.
1095 9%
1340 [o)
1150.52
1757,
(0)
3 =
2000 1500 1000 4000
cm-1

Espectro 11. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del

compuesto 14

103



(o)
O)H/\
1000
J
| PP - B S e | L 0
Y’*\i e '77 T — Y’v—“ T T | L L ] - ‘T 74 7T T l TA T T l e | | I
7.0 6.0 50 40 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)
150
o
o =
100
50

150 100 50 0
ppm (1)

Espectro 12. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 15 (CDCls)

104



UN/Mg&
POSGR DO&;@

g 2 8 B 8 8
4\?

8
| —
=&
—
=

§ §—§
g3
B

A e A~ Np
/ =4 RN n A" i
Iy [ W

l{il,(v
Ao i e
aFime

néu.u 101593

|

i 138247 | |

65159 145004 , | sss2 |
150586 | ‘

2963.08 ‘,

20. 'l(

15, - = 1236.60
1731.00

10

00 .. N R S o
4000.0 3000 2000 1500
SRS

1000

Espectro 13. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 15

105



G L
1000
O -

“JJ A Al 4 AW ;.,

T
U L USRI o e e LB e e U] o T L L e o
7.0 6.0 5.0 40 3.0 20 1.0 0.0

40

|
200 150 100 50 0

ppm (t1)

Espectro 14. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 16 (CDCls)

106



4000.0

E

8§ 8883388388

g B 8 8 &8 g

g

100

mn

40 60

2875.76

5.24

2966.02

@
o

1

105
115
Li b

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

| 496.91

| 'f 730.24
oo | 51137
L ‘mdl
|
162152 |p ( 1‘ mzi
e
| | f [
1240 | |
1842.05 2183 |
1280, l | 90135
i 010.08
nszez |l
1363.01
1505. 81534
1243487
) Sl\O
145993 ni73os ||
|7|t:o.1}
0§8.33
|
| |
|
nsoJ\
112538 o
1755.28 /\H)
o
S — — - — .
2000 1500 1000 400.0
cm-l

Espectro 15. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del

compuesto 16

107



UN /4 Mg
POSGRAD

7.0 6.0 50 4.0 3.0 20 1.0 0.0

150 100 50 0
ppm (t1)

Espectro 16. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 17 (CDCls)

108



%®T

0.0

7

91

77

&

250

4000

Espectro 17. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del

compuesto 17

109



UN AM
POSGRADOR

|

r1500
o)}\(\/ :1000
’ |~ 8500
‘. | :' 1 \
| Ty | ,

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 10 00
ppm (t1)

150 100 50

ppm (t1)

Espectro 18. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 18 (CDCls)

110



1000,

%T | t’

" \ , N A
v/ \ / A\ [ﬂvf F DA,' H| L\ o
| \ *wﬁn [ 8 |‘n’g l

n
135
150
91
e 248
15 l
Al

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Y

IJ[

I‘ '.
111U | |
12.49 | I 104987
134381 A
138170

127 }

134247 |

1210.6

1458.74 1235.20

114981
12791

175633

emel

Espectro 19. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del

compuesto 18

111



[ o | vy ||

— —
7.0 6.0 5.0 40 3.0 20 10 0.0

ppm (f1)

|-25.0

/U\)\/
°© _ 1200
! ‘ ‘ 150

|
| ' | ‘]

(| ‘ j 100
50
W oo
|50

T T T

150 100 50 0

ppm (f1)

Espectro 20. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 19 (CDCls)

112



UN A M:
POSGRADOS

w0, 7
950 9
900 /“\)\/
135 o
850
800
750 |
700 -
650
60 9
550
S00 150
450
400
350
N 9
300 ¢
250
200
15
150
100 248
50
AL
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
o0
95
SWor
%
bl 6 83
' 86294
85 157717 1006.22
884 42
80 - 913.06 57706
1621.7% 8579
15 s
70 v54.70
65 s w
- 1262.04
. U ETR 1088.9
)
1508.87 £15.99
55 , 136428
55 128069
o%T s 25420 1461.17
45
40
35 293001 123013
116893
30 11369
1089.58
23
20 114864
15 %318 ! o
10 1759.22 /U\)\/
[e)
5
00t
4000.0 300 : B ‘
000 2000 1500 1000 400.0

cm-|

Espectro 21. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 19

113



|~ 2000

O !
O)k/\( ' 1500
|
(}
|

| ‘ 1000
‘ 500
| NI e
LI I S S S B B B A A A L L L R R R B B L B T T -
7.0 6.0 50 40 3.0 20 1.0
ppm (f1)
[
o .
20
O -
‘ 10
[ |
1 |
| | }
||
‘ 0
— — — —
150 100 50 0

ppm (f1)

Espectro 22. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 20 (CDCls)

114



UNAM-" :
POSGRDO

98

90

85

80

70

00

135

AL L. T

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

1416.36
138529
1 13657

150570 133010

1467 %6 126666

371.50

23047

2960.11

4000.0

Espectro 23. Espectrometria de masas

compuesto 20

3000 2000 1500
cm-1

280 300 320

9.89 30
196,23
el
126
N412
900 53
950.1
105840 81873
91
n7
o
115098 o)k/ﬁ/
1000 400.0

modalidad IE y espectroscopia de IR del

115



il

g
=) T T (B B e Ty [ e P e e e e i 1T = ?ﬁ
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0

ppm (f1)

Espectro 24. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 21 (CDCls)

116



100.0

90

85

00 .
4000.0

@

350 7

65 105 20

WAL L

60 80 100 120 140 160 180 200 20 2% 260

49.22 496
72981
187739 88607
ST
162164
{8028 1036.10
951.49
912
134474
11488
138233
1363 57 1085 40
1505.67 129037
1450.20 816,16
1874.00
299333 18471
123861 108869
296439
o
)}\/\ 1289.43 118184
o L
3000 2000 1500 1000 4000

cme-l

Espectro 25. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del

compuesto 21

117



UN /4 Mgt
POSGRADO

|- 800

S

ppm (1)

50

150 100 50 0

ppm (t1)

Espectro 26. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 22 (CDCls)

118



UN Mg
POSGR DO@

=

g 3288885

Espectro 27. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 22

119



UN /4 M:iiz
POSGRADORY:

wm(ﬂﬁo) 7.0 6.0 50 40 30 20
[e)
1 (o)
‘\
| P
I |
||
[ [l ]
a
ull | |
‘ | |
1
Kl |
|l ‘
(|
| |1 P s - - 4[ Ll
150 100 50
ppm (t1)

Espectro 28. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 23 (CDCls)

120



105

SR RS LN B

g

88 38

254
100 91

1 ﬂ l dad

6 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

~ ,,,___\\" o - e a P s »ll."f\'ﬂ\l" .
954 345485 \ f 1907.82 /1/" /‘\ £ //\Vﬁ ({ \} ,{(”l \T (6&0{\ 1
0 | Y i1 o I
| f’ |¢»21!zn p zﬁE}:;T{ ’}L I‘ 5355 5| |

1
.;',l 1oz || 1276 l { b Il sses2 fsl 54536
| 1] ‘ Q'I | I ‘

|

u 1ssaan | 136378 50169
31346
81676
~ )
1505 8
65 ) |
145145 7.

50 IISDJJ\ ’
%T

173637

4000.0 3000 2000 1500 1000 4000

Espectro 29. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 23

121



[o}
M 500
(@)
400
-300
- 200
—100
o s o
T T T T T T T T — = If—;;;_'::,';.‘f —
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0
ppm (f1)

pom . 100 % ;

Espectro 30. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 24 (CDCls)

122



Espectro 31. Espectrometria de masas

compuesto 24

g 2 88 8 8 8

g &8 8

g

450

S|

115

yiws

8 B
= _
==
. —

60 80 100 120 140 160

\"\
\ e e a———
‘l.‘./_/,»—»—\‘ ~
I
$72.26
|
|
|
i
! 1760.30
295032
262931
3000 (

177 191
{URPY N S—

180 200 220

145561

1151.43

290 260

£95.47
969.44
|
| {
|
|
|
§058.1 15
[
|
| 1089.53
1103.98
|
o
DM
000

modalidad IE y espectroscopia de IR del

123



UN /4 Mgt
POSGRADO

|

|- 1800
(o]
/U\)\
O
|
1000
i
|
| | ’ [
‘l, . 500
| .
| A |- J .{“ N
,,,,,,,,,, 1| O . 0
|
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
\
(|
[l 250
o) (
/U\)\ {200
[e)
15,0
100
: 50
‘,
| | |
0.0
T T
150 w0 50 °

Espectro 32. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 25 (CDCls)

124



00

4000.0

g 88 38 3 888 8 8

g

2
8

g & 8 8 8

100 135

9 1%

IEMN v

0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

141636
138529

1366,57

203047

3000 2000 1500 1000 400.0
cm-1

Espectro 33. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del

compuesto 25

125



UN AM
POSGRADOSEY

",, l;,\i,,,, e LS e o R | AUJ‘“AL R %JJ

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0
feqn

40

—20

200 150 100 50 0
ppm (1)

Espectro 34. RMN-"H ( 300 MHz) y "*C (75.5MHz) del compuesto 26 (CDCls)

126



UN/Mg&
POSGR DO&;@

1000
90 |
00
80
800
750 i
ol
650
&0
S50
500
450
400
350
300 ”
250
200
65
150
100
|
]
© 80
000,
95 \_,/’ \
90 3507438
85 ‘
%0 i
75 ] |
70| ’
65 rz.os
60 ”\J
55 4 !
50 | ”f@.oi
%T 296334
45
40 |
35
0. o
25 | )]\
20 | ©
15
10.

Espectro 35

1s

l“. ol

L]

192

| -

120 140 160 180 200 220

. Espectrometria de masas modalidad IE y espectroscopia de IR del
compuesto 26

127



UN A M
POSGRADOEN:

Xl. ANEXO B

128



Férmulas para calculos estadisticos.

Parametro Estadistico Formula

Coeficiente de determinacion

Coeficiente de variacién de la regresion

Desviacion estandar de la ordenada

129



Férmulas para calculos estadisticos.

Parametro Estadistico Formula

Diferencia absoluta de medias

|di|=|)7i_£|

Intervalo de confianza para la ordenada al [C( /30) = by £ 15475005 s

origen

Limite de cuantificaciéon con base a la curva de
calibracién y desviacion estandar de la LC =

regresion

= |
I

Media aritmética E X
n

130



Férmulas para calculos estadisticos.
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Ethnopharmacological relevance: Hofmeisteria schaffneri (Asteraceae) is a medicinal plant widely commer-
cialized in the most important Markets of Mexico City for the treatment of gastro-intestinal complaints
and skin afflictions.

Aim of the study: The main goals of this study were to establish the potential acute toxicity and the
antinociceptive activity in animal models of several preparations and compounds from Hofmeisteria
schaffneri.

flzyfr‘:::'tg;n a schaffiert Materials and methods: The aqueous and organic extracts as well as the essential oil of Hofmeisteria
Asteraceae schaffneri were prepared by infusion, maceration and hydrodistillation, respectively. Investigation of
Acute toxicity the acute toxicity was accomplished by the Lorke method. The antinociceptive effect was assessed using
Antinociceptive effect the writhing and the hot plate tests. Natural compounds were isolated by standard phytochemical proce-
Stability dures. In addition, a few thymol esters were prepared by chemical synthesis. The stability of natural and
Thymol derivatives synthetic esters was qualitatively analyzed by measuring their susceptibility to hydrolysis by pig liver

estearase and mouse plasma at 37°C.
Results: The LDs, for each preparation tested was higher than 5000 mg/kg revealing that they were not
toxic to mice after exposure for short space of time. On the other hand, the extracts showed signif-
icant antinociceptive effect when tested in the hot plate model. The most active natural product as
antinociceptive agent was hofmeisterin 111 (1) which also was the most stable in the stability study. Its
pharmacological effect seems to be partially mediated by an opioid mechanism since naloxone inhibits
its action. Using compound 1 as a lead molecule, several synthetic thymol esters were prepared and only
compounds 13, 15 and 17 were antinoceptive at the dose of 1 mg/kg.
Conclusions: The present investigation provided evidence of the efficacy of several preparations of
Hofmeisteria schaffneri as antinociceptive agents. The most active preparation was the essential oil which
contained large amount of hofmeisterin 111 (1) and other thymol derivatives. Some novel synthetic analogs
of hofmeisterin I1l with antinociceptive properties were discovered. The nature of the ester chain of these
analogs did not have a clear impact on the antinociceptive activity. The phyto-preparations analyzed in
this study were not toxic to mice according to the Lorke's test; therefore considering their long term use
of the plant they might be secure for human consumption.

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction promote their rational use. Consequently, the present investiga-

tion was undertaken to initiate the preclinical pharmacological and

In Mexico an important segment of the population relies on
botanical raw materials for primary health care, therefore it is
very important to investigate these herbs from the pharmacologi-
cal and toxicological points of view to establish their real efficacy
and safety. The results of such investigations will be also useful
to integrate the scientific monographs of these plants in order to

* This work was taken in part from the PhD thesis of Guadalupe Angeles-Lépez.
* Corresponding author, Tel.: +52 5 55 622 5289; fax: +52 5 55 622 5329,
E-mail address: rachel@servidor.unam.mx (R, Mata).

0378-8741/S - see front matter © 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j jep.2010.07.009

toxicological analyses of Hofmeisteria schaffneri (A. Gray) R.M. King
& H. Robinson (Asteraceae), a widely commercialized medicinal
species in Central Mexico. The infusion prepared from the fresh or
dried aerial parts of the plant is highly valued for treating gastro-
intestinal complaints, including stomach aches, related or not with
irritable bowel syndrome and dyspepsia, and bleeding diarrhea
(King, 1967; Mendoza-Castelan et al., 1997; Pérez-Vasquez et al.,
2005, 2008). In addition, the plant is highly valued as a topic anti-
septic agent.

Previous chemical work of the plant allowed isolation of sev-
eral thymol and northymol derivatives (Pérez-Vasquez et al., 2005,
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Fig. 1. Structures of thymyl esters.

2008) including hofmeisterin III (1), thymol itself (2) and 8,9-
epoxy-10-acetoxythymyl angelate (3) (Figs. 1 and 2). Furthermore,
the essential oil and infusion of the plant revealed significant
antimicrobial properties against Gram+ bacteria. The antimicrobial
essential oil of the plant harvested at different seasons during a year
period was also chemically analyzed by GC and capillary GC-MS.
Forty four compounds representing ~90% of the total constituents
were identified. Compounds 1-3, thymyl isovalerate (4), thymyl
isobutyrate (5) were the major components of the oils but only 3
and 5 were active against Staphyloccocus aureus and Bacillus subtilis
(Pérez-Vasquez et al., submitted for publication).

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The aerial parts of Hofmeisteria schaffneri (4 kg) were collected
in San Luis Potosi, Mexico on November 2002. An authenticated

OH o

2 3

Fig. 2. Structures of thymol (2) and 8,9-epoxy-10-acetoxythymyl angelate (3).
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voucher (Bye & Linares 31018) specimen is deposited in the
National Herbarium (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM.

2.2. General chemistry procedures

IR (films) spectra were recorded in a Perkin Elmer 59913 spec-
trophotometer. NMR spectra were registered on a Varian Mercury
300 spectrometerin CDCl3, at 400 MHz ('H)and 100 MHz (13C) with
tetramethylsilane (TMS) as internal standard. Electron impact (EI)
mass spectra(MS)were obtained ona JEOL SX 102 mass spectrome-
ter. Open column chromatography: silica gel 60 (0.063-0.200 mm),
70-230 Mesh (Merck). TLC analyses were carried out on silica gel 60
Fy54 plates (Merck) using a ceric sulphate (10%) solution in H,SO4
as color reagent.

2.3. Preparation of organic extract

The organic extract of Hofmeisteria schaffneri was obtained
from dried and shredded aerial parts (750g) macerating with
CHCl-MeOH (1:1) (21x 3) during 14 days at room tempera-
ture. After filtration, the extract was concentrated in vacuo to yield
172 g of a greenish residue. Hofmeisterin Il (1) (100 mg), thymol
(2) (79 mg), and 8,9-epoxy-10-acetoxythymyl angelate (3) (20 mg)
were isolated as previously described (Pérez-Vasquez et al., 2008).

24. Preparation of the essential oil

Dried aerial parts (500 g) cut in small pieces were hydrodistilled
during 3 h using a Clevenger-type apparatus. When the condensed
material cooled down, the essential oils were separated from
the water by liquid-liquid extraction with CHCl; (21 x 3). After
removal of the solvent, 0.4 g of the oil was obtained. The oil was
stored at 4 °C until analysis (WHO, 1998).

2.5. Preparation of the aqueous extract

The dried aerial parts (900 g) were extracted with boiling water
(251) during 30 min. The resulting aqueous extract was partitioned
with CH;,Cl; (25 ml x 3). The organic phases were dried over anhy-
drous Na,;SO4 and concentrated in vacuo to yield a brown residue
(3.43g).

2.6. Chemicals and drugs

Morphine (MOR) was a donation from Alfredo Covarrubias
Goémez, MD, and Luis Antonio Reyes Vallejo, MD. Dipirone (DIP)
was purchased from Laboratorios Pisa (Mexico City); the vehi-
cle (VEH) was prepared with isotonic solution of NaCl and
tween 80 (0.05%); pig liver esterase, 4-nitrophenyl acetate (4-
NPA), glibenclamide (GLIB), N(G)-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME), naloxone (NLX), acetic anhydride, valeroic, tiglic, isova-
leric, propionic, 3-methylvaleric, 4-methylvaleric, 2-methylbutiric
and 3,3-dimethylacrylic acids as well as 2-methylvaleric, butyric,
hexanoic, benzoic and isobutyric acid chlorides were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA). Compounds 4-17 were
prepared by synthesis as describe below.

2.7. Synthesis of thymol derivates

2.7.1. Preparation of acyl chlorides of isovaleric, tiglic,
2-methylbutiric, propionic, 3-methylvaleric, 4-methylvaleric,
valeric and 3,3-dimethylacrylic acids

Thyonyl chloride (2.5 ml; 0.034 mol) was added drop wise to a
stirred solution of appropriate carboxylic acid (0.002 mol) in CH,Cl,
(1 ml). The resulting mixtures were refluxed gently for 1h. In all
cases, the excess of thyonyl chloride was distilled and the resulting

products were used to prepare esters 4, 6, 7, 8, 10, 11, 15 and 16,
respectively.

2.7.2. Thymyl esters4-16

To a stirred mixture of thymol (0.5 g, 0.003 mol) and 10% aque-
ous NaOH (4.5 ml) the acid chloride previously obtained was slowly
added. In each case, the reaction mixture was stirred for 30 min
at room temperature. Every reaction mixture was extracted with
CH2Cl; (3x 10ml). The organic layer was dried over anhydrous
Na,S04 and concentrated under reduced pressure; the crude prod-
ucts were purified by open column chromatography [silica gel,
hexane-EtOAc (98:2)] to yield pure 4-16 (Fig. 1). Compound 14
was obtained as colorless oil in a yield of 70%. The remaining prod-
ucts 4-13 and 15-16 were yellow oils and the yields were 46, 61,
50, 41, 48, 65, 41, 35, 62, 71, 45 and 52%, respectively. The spec-
tral properties of compounds 4-8, 12, 15, and 16 were identical
to those previously described (Mathela et al., 2008; Martinez et
al., 1988; Paolini et al., 2005, 2007; Schmitz et al., 1979; Rice and
Coats, 1994; Viana et al., 1981; Ateeque et al., 2002; Sheng et al.,
1984; Kumar et al., 2008, respectively). Compounds 9, 10, 11 and
13 were new chemical entities therefore their NMR (Table 1) and
other spectral data are presented in this paper.

Thymyl 2-methylvalerate (9): UV (MeOH) Amax nm (loge): 222
(4.71), 263 (4.36), 271 (4.34), IR (film) vmax cm~1: 2962, 2934,
2873,1756, 1621, 1506, 1458,1149, 1127, 815, 730, EI-MS m/z (rel.
intensity): 248 [M* (12)], 150 (34), 135 (45), 115 (10), 91 (25), 71
(100).

Thymyl 3-methylvalerate (10): UV (MeOH) Amax nm (log ¢): 222
(4.81),263 (4.46),271 (4.44), IR (film) vmax cm~1: 2963, 2930, 2874,
1759, 1621, 1505, 1461, 1148, 954, 815, 577, EI-MS m/z (rel. inten-
sity): 248 [M* (11)], 150 (49), 135 (87), 115(15), 91 (60), 71 (100).

Thymyl 4-methylvalerate (11): UV (MeOH) Amax nm (loge): 222
(4.71),263 (4.36),271 (4.23), IR (film) vmax cm~1: 2960, 2930, 2871,
1760, 1621, 1505, 1467, 1150, 950, 815, EI-MS m/z (rel. intensity):
248 [M* (20)], 150 (70), 135 (100), 115 (10), 105 (20), 91 (40).

Thymyl hexanoate (13): UV (MeOH) Amax Nm (log £): 224 (4.75),
263(4.40),271(4.38), IR(film) vmax cm—':2960,2931, 2871, 1760,
1621, 1505, 1458, 1151, 815, 728, 577, EI-MS m/z (rel. intensity):
248 [M* (15)], 150 (75), 135(100), 115(10), 105 (15) 91 (35).

2.7.3. Thymyl acetate (17)

In a 50ml round-bottomed flask, thymol (0.5g, 0.003 mol),
acetic anhydride (1.5ml, 0.015mol) and sulphuric acid (0.1ml,
0.001 mol) were mixed and stirred for 45 min. The reaction mix-
ture was then extracted with CH,Cl; (3x 10 ml). The organic layer
was dried over anhydrous sodium sulphate and concentrated in
vacuo. The residue was purified by open column chromatography
on silica gel, eluting with hexane-EtOAc (98:2) to yield a yellow
oil (72%). Its spectral properties were identical to those previously
described by Viana et al. (1981) and Ateeque et al. (2002).

2.8. Qualitative stability test of thymol esters

The stability of esters 1, 4 and 5 toward pig liver esterase
(2 mg suspended in 10 ml of distilled water) was estimated using
the procedure described by Schlacher et al. (1998). The enzyme
activity was qualitatively corroborated by monitoring the produc-
tion of 4-nitrophenol, yellow, from the colorless 4-nitrophenyl
acetate (4-NPA) (Innocenti et al., 2008). The stock solution, in
water-acetonitrile (99:1), of 4-NPA (0.1 mM) was freshly prepared
before use. For the analysis, 10 .l solution acetate buffer (pH 5.0)
or phosphate buffer (pH 7.4), 100 .l (0.1 mM) of test compound (1,
4 and 5) or positive control (4-NPA, 1mM) and enzyme prepara-
tion (10 p.l) were added to Eppendorf tubes (Jewell et al., 2007).
The resulting reaction mixtures were shaken for 1h at 37°C. Suit-
able blanks using compounds 1, 4, 5 and 2 were also prepared in
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Table 1

"H and "C (400 MHz and 100 MHz, respectively) NMR spectroscopic data of compounds 9, 10, 11 and 13.
Nuclei Compounds

9 10 11 13
3y 5 3y & 3y 5 3y ac

1 - 175.6 - 1717 - 1724 - 172.7
2 273 m 39.8 2w 2.35dd (15.2, 8), 23 2.6 dd (14.8,6) 411 259m 322 25t(7.6) 346
2-CH; 1.32d(72) 360 = = = = =
3 1.52m 207 1.38m 317 1.68 m 335 178 m 249
3-CH; - - 1.17d 19 - - - -
4 1.45m 173 40 1.45m4B 1.35m 29.1 1.71m 274 138m 315
4-CH; - - - - 0.98d(7.2) 219 - -
5 0.98¢(7.2) 142 0.97 t(7.4) 109 0.98d(7.2) 219 138m 225
6 - - - - - - 0.921¢(7.2) 14.1
1 - 148.2 - 147.6 - 147.6 - 148.1
2 - 137.2 - 1367 - 1367 - 137.2
3 7.19d(8) 126.4 7.18d(8) 126.0 7.19d(8) 126.0 717d(8) 1265
Y 7.01brd(8) 127.1 7.0 brd(8) 1267 7.0brd(8) 1267 7.0brd(8) 1272
5 - 136.6 - 136.2 - 136.18 136.7
& 677 d(0.8) 122.8 678d(0.8) 1224 6.79d(0.8) 1224 6.78d (0.8) 1229
5'-CH; 230s 210 230s 205 231s 205 230s 21.0
1 297 h(6.8) 27.1 297 h(6.8) 267 2.95h(6.8) 267 2.95h(6.8) 272
2 1.19d(6.8) 231 1.20d(6.8) 227 1.18d(6.8) 227 1.17d(6.8) 232
3 1.19d(6.8) 231 1.20d(6.8) 227 1.18d(6.8) 227 1.17d(6.8) 23.2

J values are in parentheses in Hz.

the same conditions but in the absence of the enzyme. In all cases,
the test was carried out by triplicate. After incubation, the mixture
of each tube was partitioned with 100 I CH,Cl,; organic phase
aliquots were withdrawn and immediately analyzed by TLC on sil-
ica gel (hexane-AcOEt 8:2) to detect the presence of 2. For each
compound, the procedure was repeated using incubation periods
of 4.5 and 24 h. Finally, the same set of experiments was repeated
using mouse plasma instead pig liver esterase.

2.9. Pharmacological and toxicity studies

2.9.1. Animals

ICR male mice weighing 20-25 g were used in the experiments.
Mice were purchased from Centro UNAM-Harlan (Harlan Méx-
ico, S.A. de C.V.). They were housed under standard laboratory
conditions and maintained on standard pellet diet and water ad
libitum. Procedures involving animals and their care were con-
ducted in conformity with the Mexican Official Norm for Animal
Care and Handing (NOM-062-Z00-1999) and in compliance with
international rules on care and use of laboratory animals. After the
experiments, all animals were sacrificed in a CO; chamber. Fur-
thermore, clearance for conducting the studies was taken from the
Ethics Committee for the Use of Animals in Pharmacological and
Toxicological Testing, Facultad de Quimica, UNAM, which in turn is
coordinated by UNAM Central Committee of Ethics for Animal Care
and Handing. For the pharmacological studies groups of six animals
were used, whereas for the toxicological tests the groups were of
three mice. All doses are in mg/kg of body weight.

2.9.2. Acute toxicity study in mice

The treatments were orally administrated in two phases, in
both phases four groups with three animals were used; in the first
phase, mice were treated with doses of 10, 100 and 1000 mg/kg of
the organic extract, essential oil or aqueous extracts; these treat-
ments were suspended in the VEH. In the second phase, the animals
received 1600, 2900 and 5000 mg/kg of the treatment according to
the Lorke procedure (Lorke, 1983). In both stages, the animals were
observed during 14 days. After this period of time, the lungs, heart,
stomach and intestines were removed under dissection to detect
any macroscopic injury.

2.9.3. Writhing test

The acetic acid-induced writhing test was performed in mice as
previously described (Zimmerman, 1983; Williamson et al., 1996).
The organic extract (10-316 mg/kg) suspended in the VEH was
orally administered 30 min before intraperitoneal (i.p) injection
of 0.6% acetic acid. Control animals received a similar volume of
VEH or dipirone (DIP, 100 mg/kg) p.o. Animals were placed in an
observation box, and the abdominal constrictions were counted
cumulatively over a period of 30 min. Antinociceptive activity was
expressed as the reduction in the number of abdominal constric-
tions. The results corresponded to the area under the curve.

2.9.4. Hot plate test

The hot plate apparatus (Ugo Basile, Italy) was used to mea-
sure the antinociceptive effect (Zimmerman, 1983; Williamson et
al., 1996). Mice were placed into an acrylic cylinder over a heated
surface (55.5+0.2°C), the time between placement and shaking
or licking paws or/and jumping was recorded as latency response.
The organic extract (10-562 mg/kg), essential oil (1-100 mg/kg),
aqueous extract (10-316 mg/kg), thymol (2) (10-100 mg/kg) or
thymol derivates (1, 3 and 4-17) (0.1-17.7 mg/kg) were orally
administered 30 min before beginning each experiment. Mice were
observed before and 30, 60, 90, 120 and 150 min after each drug
administration. A cut off of 30seconds was used to avoid injury.
MOR (3.16 and 5 mg/kg, i.p) was used as positive control. The cumu-
lative antinociceptive effect was determined measuring the area
under the curve of the course time (AUC) analysis. Curves were
plotting with AUC (trapezoidal method) and doses.

2.9.5. Preliminary studies on the mode of action of hofmeisterin
(1)

Naloxone (NLX, 1mg/kg, in VEH), glibenclamide (GLIB,
10 mg/kg, in DMSO 2% and VEH) or .-NAME (L-NAME, 30 mg/kg, in
VEH) were i.p administrated 15 min before the oral treatment with
compound 1 (1 mg/kg). In each case, the antinociceptive effect was
recorded as describe above (Déciga-Campos et al., 2007).

2.9.6. Statistical analysis
Data are expressed as the mean + SEM for the number (n=6) of
animalsinall groups. Inall cases the results of treated-animal (com-
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pounds, extracts and reference drugs) groups were compared with
the VEH groups. Statistical analysis was performed with one-way
ANOVA followed by Dunnett post hoc to determine the source of
significant differences where appropriate; *P<0.05, **P<0.01 and
***P<0.001 were considered statistically significant. Prisma Graph-
Pad (version 4.0) software was used for statistics and plotting.

3. Results and discussion

As part of our investigations dealing with the preclinical efficacy,
quality control and safety of selected Mexican medicinal plants, the
present study was undertaken to determine the acute toxicity and
the antinociceptive action of Hofmeisteria schaffneri. The antinoci-
ceptive activity was selected on the basis of its extensive use for
treating painful complaints. In all cases the primary target for test-
ing was the plant crude extracts considering their similarity with
the preparations used in traditional medicine, although some major
pure compounds isolated from the plant were also evaluated in
order to find out the active principles.

3.1. Acute toxicity

Investigation of the acute toxicity is the first step in the toxico-
logical investigations of herbal drugs. Lorke’s method is perhaps the
most widely used approach since the experiments are carried out
with a minimum number of experimental animals (Lorke, 1983).
Thus, to asses any potential toxic effects of the plant mice were
treated orally with Hofmeisteria schaffneri essential oil as well as
with the organic and aqueous extracts using doses in the range
of 10-5000mg/kg. After 14 days, treated mice did not present
any visible toxic effect. Furthermore, no lesions or bleedings were
observed in internal organs such as lungs, kidneys, liver, heart and
stomach. Since no death or damage was observed throughout the
experiments, the LDsg for each preparation tested was higher than
5000 mg/kg revealing that they were not toxic to mice after expo-
sure for short space of time.

3.2. Antinociceptive effect using writing and hot plate tests

The potential antinociceptive effect produced by extracts and
essential oil was assessed using two well known models of noci-
ception, the writhing and the hot plate tests. The former is an
inflammatory visceral pain model and is very useful to detect
painful complaints due to inflammatory disorders of internal
organs such as the stomach or intestines (Al-Chaer and Traub,
2002). This method shows good sensitivity for weak analgesics, but
shows poor specificity because abdominal constrictions could be
suppressed by smooth muscle relaxants so results could be mis-
understood. This problem can be overcome using other models
of nociception such as the hot plate test. Human preclinical pain
tests have frequently employed heat stimulation for physiological,
pathological and pharmacological assessments (Arendt-Nielsen
and Chen, 2003). In addition, this model measures animal behavior
and has good sensitivity and specificity.

Graded doses of the organic extract (10-562 mg/kg, p.o.) did
not decrease acetic acid induced contortions in mice (Table 2).
Therefore, the essential oil and aqueous extracts were not further
evaluated.

On the other hand, the organic extract significantly increased
(P<0.001) the latency to thermal stimuli when tested at the doses
of 177 and 562 mg/kg; the effect was dose-dependent. The essential
oil and aqueous extract were also very active in the hot plate test
at doses ranging from 1 to 316 mg/kg (Table 3), however, the effect
was not dose dependent (Table 3).

Since the essential oil was the most active its major components
(Pérez-Vasquez et al., submitted for publication), namely hofmeis-

Table 2
Effect of the organic extract of Hofmeisteria schaffneri in the contortions induced by
acetic acid.

Treatment Doses (mgfkg) AUCLEE
VEH 3725 £ 100
Organic extract 316 3440 + 289.1
100 32025 £ 10338
31.6 41625 + 855.8
10 38425 £+ 595
DIP 770 + 269.9*

Data are expressed as the mean + SEM for the number (n=6) of animals in every
group. ANOVA followed by Dunnett post hoc *P<0.05.

terin 111 (1), thymol (2), 8,9-epoxy-10-acetoxythymyl angelate (3),
thymyl isovalerate (4), thymyl isobutyrate (5) were tested at differ-
ent doses. For this endeavor, compounds 4 and 5 were synthesized
by condensing thymol with isovaleryl and isobutyryl chlorides,
respectively. The spectral properties of 4 and 5 were identical to
those described by Mathela (Mathela et al., 2008). Compounds
1-3 were isolated from the plant material as previously described
(Pérez-Vasquez et al., 2008).

Compound 1 (0.1-17 mg/kg) was the most active increasing
significantly the latency to thermal stimulis in a dose dependent
manner up to the dose of 1mg/kg. At higher doses (3.16 and
17.7mg/kg) the effect remains constant (Table 4). The pharma-
cological effect of 1 was also assessed after pretreatment (15 min
before) of mice with NLX (1 mg/kg), a non-selective opiate recep-
tor antagonist, GLIB (10 mg/kg), a Na* channel blocking, or L-NAME
(30 mg/kg), an inhibitor of nitric oxide synthase. According to the
results in Table 5, L-NAME and GLIB were not able to decrease
the antinociceptive activity of 1. However, the effect of 1 was sig-
nificantly reversed by the treatment with NLX suggesting that its
mode of action involves opioids receptors and/or an increment of
endogenus opioids.

Compounds4 and 5(0.1-17 mg/kg) showed similar activity than
hofmeisterin 111 (1) while 2 (10-100 mg/kg) was less active; finally,
compound 3 (0.316-17.7 mg/kg) did not show any activity sug-
gesting that the esterification of the free phenolic group of thymol
improved the activity (Table 4). Altogether this information reveals

Table 3
Antinociceptive effect of extracts and essential oil from Hofmeisteria schaffneri as
detected in the hot plate test.

Treatment Doses (mgfkg) AUCXEE
VEH 983.1 £39.6
Organic extract 316 11364 £+ 62.3*
56.2 1268.1 £+ 65.6*
100 1381.1 £79.9°
177 1661.6 + 100.8***
562 19146 + 117.8***
MOR 3.16 2638.1 £ 200.1***
VEH 983.1 £ 396
Aqueous extract 10 1788.7 £ 172.9***
56.2 19744 £ 116.3***
100 22125 £ 61.2"*
177 2107.6 + 89.3"*
316 20719 £ 124**
MOR 3.16 2638.1 £ 200.1***
VEH 14945 + 976
Essential oil 1 2280 + 158**
3.16 23287 £+ 152.5***
177 2353.1 £ 124.7***
31.6 17559 + 138.7
100 16183 + 126.8
MOR 3.16 3078.7 £ 177.8***

Data are expressed as the mean £ SEM for the number (n=6) of animals in every
group. ANOVA followed by Dunnett post hoc *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.
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Table4
Antinociceptive effect of compounds 1-5, 13, 15 and 17 as detected in the hot plate
test.

Treatment Doses (mg/kg) AUCXEE
VEH 14945 £ 97.6
Hofmeisterin I11 (1) 0.1 1775.6 + 85.7
0.316 1976.2 £ 78
1 2460 + 83.7**
3.16 2465.6 £ 613"
17.7 2546.2 + 114.4**
MOR 3.16 30787 £ 177.8***
VEH 1726.9 + 845
Thymol (2) 1 1427.4 £ 1695
10 2116.9 + 68.1
56.2 2096.2 + 1335
100 24206 + 102.6**
MOR 3.16 2783.1 + 148.3***
VEH 15473 £ 116.7
8,9-Epoxy-10-acetoxythymyl 0316 17783 + 108.7
angelate (3) 1 1804 + 107.7
3.16 1662.7 + 166.5
17.7 1790.9 + 189.9
MOR 3.16 2371.6 £ 122.1***
VEH 1597.6 + 52.2
4 0.1 1889.2 + 2714
0316 2196.2 + 141*
1 22454 £ 178.1*
17.7 21141 £ 113.1*
MOR 5 3372.8 + 100***
VEH 14833 £ 916
5 0316 14749 + 260.8
1 1998.8 + 86.1°
3.16 1964.1 + 207.6"
17.7 19486 + 125°
MOR 5 32214 £ 1334
VEH 14833 £ 916
13 0316 16427 + 281.8
1 1986 £ 55.3*
17.7 1709.8 + 86.9
MOR 5 32214 £ 1334
VEH 13714 £ 120
15 0316 17734 £ 1226
1 22533 £+ 133.7**
17.7 1759.6 + 209.2
MOR 5 29009 + 178***
VEH 13714 £ 120
17 0316 1670.7 + 62.1
1 2101 + 223.9**
17.7 1775.1 £74.1
MOR 5 2900.9 + 180***

Data are expressed as the mean + SEM for the number (n=6) of animals in every
group. ANOVA followed by Dunnett post hoc *P<0.05,**P<0.01 and ***P<0.001.

that the thymyl esters of Hofmeisteria schaffneri are responsible of
the antinociceptive activity of the different preparations tested in
this work.

Thymol (2) was only active at the dose of 100 mg/kg, however
it has been previously shown that this compound partially block

Table 5
Antinociceptive effect of hofmeisterin (1) from Hofmeisteria schaffneri in the pres-
ence of GLIB (10 mg/kg), NLX (1 mg/kg) or L-NAME (30 mg/kg).

Treatment AUCXEE

VEH 1373.7 £ 78.2

1 (1 mgfkg) 1950.2 + 123.4*
1 (1 mg/kg)+GLIB (10 mg/kg) 1716.7 + 433.7*
1 (1 mg/kg)+NLX (1 mg/kg) 1380 + 96.2

1 (1 mg/kg) + L-NAME (30 mg/kg) 1817.9 &+ 3146*
MOR (3.16 mg/kg) 3070 + 96.2***

Data are expressed as the mean + SEM for the number (n=6) of animals in every
group. ANOVA followed by Dunnett post hoc *P<0.05,**P<0.01 and ***P<0.001.

voltage-operated Na* (Haeseler et al.,, 2002) and K* (Elliot and
Elliot, 1997) channels and directly activates y-aminobutyric acid
GABAA receptors (Mohammadi et al., 2001). It was also suggested
that the demonstrated effects accounted for its pain-reliever prop-
erties and contributed to its sedative-hypnotic actions (Haeseler
et al., 2002). On the other hand, thymol inhibited prostaglandin
synthesis by microsomes of bovine tooth pulp. This inhibition was
reversible and probably related with the analgesic effect of thymol
in endodontic therapy (Anamura et al., 1988). Furthermore, Beer et
al. (2007) speculated that thymol could have analgesic effect due
to its agonistic effect on a1-, a2- and B-adrenergic receptors.

3.3. Antinociceptive effect of thymol derivates (6-17) in hot plate
test

Structural modification of a lead molecule could improve its
efficacy since the pharmacokinetics parameters as well as the inter-
action with the molecular targets could be improved. Therefore,
12 analogs of compound 1, namely 6-17, were prepared condens-
ing thymol with the corresponding acid chlorides in a single step
reaction. The resulting esters were then evaluated in the same phar-
macological model. Compounds 9, 10, 11 and 13 are new chemicals
entities but compounds 6 (Paolini et al., 2005), 7 (Schmitz et al.,
1979; Paolini et al., 2007), 8 (Rice and Coats, 1994; Ateeque et
al., 2002), 12 and 14 (Viana et al., 1981; Ateeque et al., 2002),
15 (Sheng et al., 1984), 16 (Kumar et al., 2008) and 17 (Viana et
al., 1981; Ateeque et al., 2002) have been reported as natural or
synthetic products and their spectral data are in agreement with
those previously described. Compounds 9-11 and 13 were iden-
tified by spectral means. In all cases their IR exhibited the typical
phenolic ester carbonyl at ~1760 cm~'. The NMR spectra (Table 1)
were very similar to those of the other thymyl esters under study
with the aromatic region displaying the characteristic ABX system
of the trisubstituted benzene ring of thymol (Table 1). The spec-
tra differed only in the resonances due to the acid residues which
were easily assigned to a tiglic, 2-methylvaleric, 3-methylvaleric, 4-
methylvaleric and hexanic acids, respectively by comparison with
the information previously reported for similar structures (Mathela
etal.,2008; Martinez et al., 1988; Paolini et al., 2005, 2007 ; Schmitz
etal., 1979; Rice and Coats, 1994; Viana et al., 1981; Ateeque et al.,
2002; Sheng et al., 1984; Kumar et al., 2008).

Testing all analogs (6-17) at three different doses in the range
of 1-17.7 mg/kg revealed that only compounds 13, 15 and 17 were
active. These results indicated that the nature of the ester chain did
not have a clear impact on the antinociceptive activity (Table 4).

Considering that the stability of drugs in biological systems plays
an important role in their activity (Di et al., 2005) and that degra-
dation of drug esters in biological matrices is mainly attributed to
their hydrolysis by esterases, the stability in vitro of the most active
(1,4 and 5), and one inactive (6) thymyl esters was assessed during
24h. The stability study was qualitatively performed measuring the
susceptibility to hydrolysis of esters 1 and 4-6 in the presence of
a commercial pig liver estearase solutions in two buffers (pH 7.4
and 5.0) as well as in mouse plasma at 37 <C (Di et al., 2005). The
hydrolysis of the esters was monitored on a period of 24 h by TLC.

According to the results summarized Table 6, in general, the
ester compounds were unstable in blood plasma; only compound
1 was stable during the first hour of the experiment. In the pres-
ence of the enzyme the degradation time was different for each
compound. Thus, compound 1 was stable in the control solutions
(pH 5.0 and 7.4) throughout the experiment; however, it was totally
hydrolyzed in the enzymatic solution (pH 7.4) and mouse plasma
after 4.5h. On the other hand, at pH 5.0 this compound was par-
tially hydrolyzed after the same period of time and completely
hydrolyzed after 24 h. These results suggested that compound 1
could have an acceptable stability in the gastro-intestinal tract.
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Table 6
In vitro stability of thymol esters derivatives toward pig liver estearase.

Compounds pH7.4 pH 5.0 Mouse plasma
1h 45h 24h 1h 45h 24h 1h 45h 24h
A B A B A B A B A B A B A B A B A B
1 - - ++ - ++ - - - + = ++ = - = ++ = ++ =
4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
5 - - ++ - ++ + - - + - ++ - - - ++ - ++ +
6 ++ - ++ = ++ ++ - = ++ = ++ = - = ++ = ++ =
4NPA - - ++ - ++ - - = ++ = ++ = - = ++ = ++
A: esterase or mouse plasma; B: buffer or distilled water; h: hours.
—: not hydrolyzed; +: partially hydrolyzed; ++: totally hydrolyzed.
Compound 5 was stable in buffer solution at pH 5.0 but partially References

hydrolyzed at pH 7.4 after 4.5 h. With regard to mouse plasma and
enzymatic solutions, this compound was totally hydrolyzed at 1
and 4.5 h, respectively. Therefore one would expect a similar gastro-
intestinal stability than for compound 1. Finally, esters 4 and 6 were
completely hydrolyzed in all test conditions; this result raised the
possibility that these compounds might hydrolyze before intestinal
absorption.

On the whole, the results indicated that the better antinoci-
ceptive activity of compounds 1 and 5 could be partially due to
a better stability, however in the case of 4 other factors might be
involved such as a better absorption in vivo, although substrate
specificity differences in vitro could not be ruled out. Further work
isin progress to determine the bioavailability of these esters in vivo.

4. Conclusions

The present investigation provided evidence of the efficacy of
several preparations of Hofmeisteria schaffneri as antinociceptive
agents. The most active preparation was the essential oil which
contained large amount of hofmeisterin 11l (1) and other thymyl
derivatives. According to the experimental results, ester 1 was the
major antinociceptive active principle of the essential oil. Its phar-
macological effect seems to be partially mediated by an opioid
mechanism since naloxone inhibits its action. In addition, this com-
pound was more effective as antinociceptive agent than several
synthetic and natural analogs discovered in the present work; and
although it was not possible to establish a clear structure-activity
relationship, the stability tests revealed that 1 is less susceptible to
enzymatic degradation and, probably more bioavailable than the
remaining analogs tested in this investigation.

The phyto-preparations analyzed in this study were not toxic
according to the Lorke’s test, therefore the plant they might be
secure for human consumption considering its long term use and
the lack of acute toxicity for mice.

Altogether, the antinociceptive effect demonstrated in this work
for Hofmeisteria schaffneri and some of its metabolites are in agree-
ment with the popular use of this species in Mexican folk medicine
for the treatment of painful stomach complaints.
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