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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo describe parte de la investigacion cientifica realizada para la
elaboracion de las monografias farmacopeicas y tipo OMS de las especies Cunila
lythrifolia Benth y Clinopodium macrostemum (Moc & Sessé ex Benth) Kuntze, plantas

de la familia de las lamiaceas de amplio uso en la medicina tradicional de nuestro pais.

Los resultados de las pruebas preclinicas de inocuidad realizadas de acuerdo al
método de Lorke indicaron que los preparados (extractos acuosos) de las dos especies
no provocaron efectos téxicos agudos en roedores. La DLso de las tisanas se estimé
mayor a 5 g/kg de peso del animal. Tampoco ocasionaron dafios macroscopicos

visibles en los principales 6rganos internos de los animales.

Por otra parte, las tisanas (decoccion) de C. lythrifolia y C. macrostemum demostraron
un efecto antinociceptivo durante la prueba de la formalina en ratones. Los resultados
de esta evaluacion indicaron también que el preparado de C. lythrifolia fue méas activo
contra el dolor de tipo neurogénico, mientras que el de C. macrostemum fue mejor

contra el dolor inflamatorio.

La identificacion de los componentes volatiles presentes en el aceite esencial, la planta
y la decoccion de los poleos se realiz6 por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). Todos los componentes volatiles fueron
identificados mediante la comparacion de sus indices de retencién en relacion con una
serie homologa de n-alcanos Cs-Czo calculados de acuerdo a Van Del Dool y Kratz
(1963), y con los reportados en la base de datos del NIST (Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia), y los descritos por Adams (2007). Asi, el analisis de los
aceites esenciales establecié un elevado porcentaje de mentona (12) y pulegona (15)
en C. macrostemum y un alto porcentaje de dos isémeros del acetato de nopilo (31y
32), y cariofileno (11) en C. lythrifolia, caracteristica que permiti6 diferenciar
guimicamente ambas especies. Estos resultados se encontraron en armonia con los
obtenidos mediante la técnica de micro extraccién en fase solida (MEFS), la cual
permitié la identificacion de mentona (12) como el componente volatil mas abundante

en C. macrostemum, en tanto que en C. lythrifolia se identificaron al acetato de

IX



Resumen

isopulegol (28), acetato de isobornilo (27) y al cariofileno (11) como sus principales
componentes. Finalmente, los componentes volatiles de la decoccién a partir de las de
las plantas permitieron la identificacion de pulegona (15) como compuesto volatil
mayoritario en C. macrostemum, la cual con base en reportes previos es posible que
contribuya al efecto antinociceptivo de la tisana. En el caso de C. lythrifolia el acetato

de nopilo (31) fue el componente volatil mayoritario.



Abstract

ABSTRACT

The present work describes part of the scientific research carried out for elaborating
both the pharmacopoeia and WHO type monographs of the species Cunila lythrifolia
Benth and Clinopodium macrostemum (Moc & Sessé ex Benth) Kuntze (Lamiaceae),

which are widely used in Mexico for treating stomachaches and other complaints.

The results of the preclinical safety tests of both species according to the Lorke protocol
revealed that the traditional preparations (aqueous extracts) were not toxic to mice. The
LDso of the tisanes was estimated greater than 5 g/kg of animal weight. No internal
damage was observed when the more important internal organs were macroscopically

analyzed.

Regarding the efficacy test of the traditional preparations (decoctions) of both plants,
the antinociceptive potential of C. lythrifolia and C. macrostemum were demonstrated
by means of the formalin test in mice. C. lythrifolia was more active against neurogenic

pain, while C. macrostemum was better against inflammatory pain.

The identification of volatile components in the essential oil, the plant and the decoction
of the both plants was performed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). All volatile components were identified by comparing their
retention indexes in relation to a homolougous series of Cs-C20 n-alkanes calculated
according to Van Del Dool and Kratz (1963), with those reported in the database of the
NIST (National Institute of Standards and Technology), and those described by Adams
(2007). Thus, the analysis of essential oils established a high percentage of menthone
(12) and pulegone (15) in C. macrostemum and a high percentage of two isomers of
nopyl acetate (31 and 32), as well as caryophyllene (11) for C. lythrifolia. These features
will chemically differentiated both species. The solid phase micro extraction (SPME)
analysis allowed the identification of menthone (12) as yhe major component in C.
macrostemum while in C. lythrifolia isopulegol acetate (28), isobornyl acetate (27) and
caryophyllene (11) were the main components. Finally, the volatiles from the decoction
of both plants allowed the identification of pulegone (15) as the major compound in C.

macrostemum, which based on previous reports (De Soussa et al., 2007) is likely

Xl
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contribute to the antinociceptive effect of this poleo. On the other hand, nopyl acetate
(31) was identified as the major volatile component of the agueous extract of C.

lythrifolia
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Antecedentes

1. ANTECEDENTES.

1.1.Generalidades sobre el Género Cunila.

Cunila es un género americano perteneciente a la familia Lamiaceae que cuenta con
18 especies de distribucion disyunta. Asi, un grupo de especies se encuentra desde el
este de Estados Unidos de América del Norte hasta Panam@, mientras que otro habita
en el sureste de Brasil, noreste de Argentina, Uruguay y Paraguay (Figura 1). México
cuenta con cinco especies endémicas y otra cuya distribucion se extiende a la América

Central (Garcia-Pefia y Gonzalez-Gallegos, 2013).

Las especies del género son plantas medicinales y arométicas caracterizadas por
presentar altos contenidos de aceites esenciales (Cantino y Sanders, 1986). Algunas
de éstas se emplean comunmente en la medicina tradicional como agentes
saborizantes, laxantes, expectorantes, sedantes, anticonvulsivos, analgésicos, y
repelentes de insectos. También se les considera util para tratar la dispepsia, la
flatulencia y otros trastornos estomacales (Simmonds y Blaney., 1992; Simoes et al.,
1994; Poser et al., 1996; Bordignon, 1997; Agostini et al., 2009; Ribeiro et al., 2010).

De acuerdo con Simdes et al. (1994) las hojas y las flores de ciertas especies de
Cunila, tales como C. incisa Benth, C. galioides Benth, C. microcephala Benth, bajo la

forma de infusidn, son Utiles contra trastornos estomacales e infecciones respiratorias.

Figura 1. Distribucion del género Cunila. Imagen modificada de Global biodiversity
information facility (Gbif 2019).



Antecedentes

Los diferentes estudios fitoquimicos realizados sobre este género se han enfocado
primordialmente al analisis de sus aceites esenciales, los cuales se caracterizan por la
presencia de monoterpenoides y sesquiterpenoides. Otros estudios han permitido
establecer la presencia en el género de flavonoides y triterpenoides (Bordignon et al.,
2003; Delgado et al., 1989). Los principales constituyentes obtenidos de especies de
Cunila se resumen en la Figura 2. Los monoterpenoides constituyen el grupo de
productos naturales mas abundantes y representativos del género (Figura 3). Asi, el
aceite esencial de C. incisa contiene 1,8-cineol como producto mayoritario (Bordignon
et al., 1996); en tanto que los de C. microcephala y C. fasciculata el mentofurano es el
principal (Bordignon et al., 1997). El aceite de C. menthoides contiene primordialmente
isomentona, mentona, pulegona y linalool (Bordignon et al., 1998), sin embargo,
Agostini y colaboradores (2010) identificaron 15 compuestos de los aceites esenciales
de cuatro poblaciones brasilefias de C. menthoides y propusieron dos quimiotipos mas
de la especie, el primero se caracterizo por las altas concentraciones de pulegona en
la esencia; y el segundo por altas concentraciones de linalool (Agostini et al., 2010). El
aceite de C. Platyphylla se caracteriza por su alto contenido de pulegona (Bordignon
et al., 1998b) y el de C. angustifolia por la presencia en grandes cantidades de
sabineno, y-terpineno y limoneno (Bordignon et al., 1999). C. spicata ha sido analizada
por varios autores, de tal forma que Van Baren y colaboradores en 2001 demostraron
gue limoneno, acetato de geranilo y linalool, son los principales constituyentes de su
esencia; en tanto que Echeverrigaray et al. (2009) reportaron cuatro nuevos
quimiotipos de esta especie con altas concentraciones de linalool/1,8-cineol; 1,8-
cineol; carvonal/carveol o 1,8-cineol/limoneno. El aceite de C. galioides presenta
concentraciones importantes de citral (neral y geranial), ocimeno y menteno
(Echeverrigaray et al.,, 2003). Por ultimo, en 2010, Agostini y colaboradores
identificaron 4 monoterpenos y 9 sesquiterpenos en el aceite esencial de C. incana,
siendo los componentes mayoritarios B-cariofileno, palustrol, germacreno D y (E)-B-

ocimeno.

Desde el punto de vista farmacolégico son pocos los estudios realizados. De tal forma

que en 2007 Sandri y colaboradores evaluaron la actividad antimicrobiana de los
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aceites esenciales de algunas especies de Cunila contra bacterias patdégenas y
microorganismos que usualmente contaminan los alimentos. De acuerdo con los
resultados de este estudio, el aceite esencial extraido de C. galioides quimiotipo citral
demostr6 una notable actividad antimicrobiana contra Bacillus sp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila y Enterococcus
faecalis; el efecto se asocio al alto contenido de geranial y neral, dos isomeros del citral
presentes en el aceite, conocidos por su actividad antimicrobiana (Kim et al., 1995;
Chalchat et al., 1997). Los aceites de C. incisa y C. spicata, caracterizados por la
presencia de 1,8-cineol y a-terpineol, inhibieron el crecimiento de Bacillus sp.,

Aeromonas sp., L. monocytogenes y S. aureus.

Por otra parte, los aceites esenciales de C angustifolia, C. incana y C. spicata,
presentaron efecto acaricida contra la garrapata azul asiatica (Rhipicephalus
(Boophilus) microplus), de igual manera el aceite esencial de C. angustifolia presentd
efecto insecticida contra el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) (Apel et al., 2009;
Savaris et al., 2014).
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Figura 2. Principales tipos de metabolitos presentes en el género Cunila.
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Figura 3. Ejemplos selectos de monoterpenoides del género Cunila.

1.2. Cunilalythrifolia Benth (Lamiaceae).

Cunila lythrifolia Benth es una especie endémica de México asociada a bosques de
encino y pino, cuyos individuos se encuentran en las zonas centro y oeste de México,

donde se le conoce como “poleo de monte”.

C. lythrifolia es una hierba semiarbustiva que mide hasta 1.5 m de altura y tiene los
tallos cuadrados. Las hojas son mas largas que anchas, con olor a menta. Las flores
son purpura-azulosas y se encuentran en forma de racimo, mientras que sus frutos

son amarillos con forma ovalada (Figura 4) (Argueta et al., 1994).

Las partes aéreas son utilizadas tradicionalmente en forma de decoccion para el

tratamiento de afecciones respiratorias como gripe, tos, bronquitis y ronquera.
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Asimismo, se le emplea en padecimientos del aparato digestivo como diarrea, vomito,

dolor de estomago y mala digestion (Argueta et al., 1994).

Figura 4. Cunila lythrifolia Benth (Foto Oscar Jiménez Martinez, 2017).

Delgado y colaboradores mostraron que el extracto cloroformico de las partes aéreas
de C. lythrifolia contienen varios &cidos de naturaleza triterpenoide (ver Figura 5)

incluyendo los acidos oleandlico (1), ursolico (2), 2a-hidroxi-ursolico (3), maslinico (4)

Figura 5. Metabolitos aislados de las partes aéreas de C. lythrifolia
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y 2-epi-torméntico (5), B-sitosterol (6), el sesquiterpenoide clovandiol (7) y la flavona
acacetina (8) (Delgado et al., 1989).

1.3. Generalidades del género Clinopodium.

El género Clinopodium consta de 100 especies circunscritas en su mayoria a América
(desde Canadé hasta Chile y Argentina) y Eurasia templada (Figura 6). Recientemente
las especies de Satureja del Nuevo Mundo se incluyeron en este género (Harley y
Granda Paucar 2000; Harley et al. 2004). En México existen 14 especies de

Clinopodium de las cuales 10 son endémicas (Martinez-Gordillo et al., 2013).

Las especies presentes en el género Clinopodium contienen principalmente
compuestos aromaticos por lo que comunmente se utilizan en la industria alimenticia,
farmacéutica y cosmética. Tradicionalmente se han utilizado como analgésicos,
ténicos y agentes carminativos para tratar trastornos estomacales e intestinales como
calambres, nauseas, indigestién y diarrea (Zargari, 1990; Momtz y Abdollahi, 2010).
De acuerdo con los libros tradicionales persas, la decoccion de algunas de las
especies de Clinopodium han sido efectivas para la sarna y la picazén, mientras que
las preparaciones a base de las flores son emenagogas y diuréticas desde tiempos
inmemoriales; finalmente, la semilla es Uutil para tratar el dolor de muelas y

articulaciones, asi como las hemorroides (Saeidnia et al., 2016).

Figura 6. Distribucion del género Clinopodium. Imagen modificada de Global
Biodiversity Information Facility (GBIF 2019).
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Los productos caracteristicos (Figura 7) del género Clinopodium incluyen metabolitos
secundarios de tipo terpenoide (monoterpenoides, sesquiterpenoides y triterpenoides),
al igual que una gran variedad de acidos fendlicos, como los acidos rosmarinico,
caféico, p-cumaérico, ferulico, galico, clorogénico, protocatéquico, vanilico y carnésico.
También contiene numerosos flavonoides, principalmente del tipo de las flavonas
como la luteolina y la apigenina que son las mas comunes (Tepe y Cilkiz, 2015).

Los estudios fitoquimicos realizados sobre varias especies del género Clinopodium se
han enfocado también al andlisis de sus esencias, y los resultados de los mismos han
permitido la identificacion de monoterpenoides oxigenados como el timol y carvacrol,
los cuales estan presentes en C. cuneifolium, C. hortense, C. montanum, C.
spicigerum, C. thymbra y S. bachtiarica. Otros monoterpenoides importantes en las
esencias del género son y-terpineno y p-cimeno, localizados de acuerdo a muchos
reportes en C. cuneifolium, C. hortense, C. montanum y C. thymbra. Por otra parte,
piperitona, piperitenona y o0xido de piperitona son los principales compuestos de C.
gilliesii y C. fruticosum (Viturro et al., 2000; Coehlo et al, 2007, 2012; Luna et al., 2008;
Dambolena et al., 2009; Lima et al., 2011; Cabana et al., 2013;). La isomentona es el
componente principal de la esencia de C. bolivianum (Senatore et al., 1998;
Dambolena et al., 2009; Hatami et al., 2011). La timoquinona (Mastelic y Jerkovic,
2003; Grosso et al., 2009; Palavra et al., 2011; Taborsky et al., 2012), el geraniol
(Mastelic y Jerkovic, 2003; Radonic y Milos, 2003; Mirjana y Nada, 2004; Cavar et al.,
2008) y el metil ester de carvacrol (Skocibusic y Bezic, 2004; Serrano et al., 2011;) son
mayoritarios en C. montanum. En la Figura 8 se presentan los compuestos

mayoritarios anteriormente descritos.

Algunas especies del género Clinopodium han sido sujeto de numerosos estudios
bioldgicos. La actividad mas explorada ha sido la antimicrobiana con un total de 191
estudios de 37 especies. Los principios activos generalmente son timol y carvacrol,
gue como se sefalé anteriormente, son terpenoides abundantes en las esencias de
estas especies. Asi, la mayoria de las actividades biol6gicas descritas se pueden
atribuir al contenido de sus aceites esenciales, tal es el caso del aceite esencial de C.

hortense, al que se le comprobaron propiedades antioxidante, insecticida, antiviral,
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antileishmania, genotoxica, antiinflamatoria, antinociceptiva, analgésica y citotoxica
considerable (Nottingham et al., 1991; Zani et al., 1991; Nottingham y Hardie, 1993;
Hajhashemi et al., 2002, 2012; Moradi et al., 2008; Manijili et al., 2012; Alinkina et al.,
2013).

Otras especies de Clinopodium como C. montanum, C. thymbra y C. cuneifolium
poseen actividades herbicidas e inhibitorias de las enzimas acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa, ademas de las descritas para C. hortense. Una revision reciente
publicada por Tepe y Cilkiz (2015) resume los trabajos sobre actividades bioldgicas
mas importantes de especies selectas de Satureja que se incluyeron en el género

Clinopodium.
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Figura 7. Principales tipos de metabolitos presentes en el género Clinopodium.
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Figura 8. Compuestos de tipo monoterpenoide presentes en el género Clinopodium.

1.4. Clinopodium macrostemum (Moc & Sessé ex Benth) Kuntze (Lamiaceae).

Clinopodium macrostemum (Moc & Sessé ex Benth) Kuntze [sindnimos Melissa
macrostema Moc. & Sessé ex Benth., Calamintha macrostema (Moc. & Sessé ex
Benth.) Benth., y Satureja macrostema (Moc. & Sessé ex Benth.) Briq] es una hierba
arbustiva con olor a menta, que llega a medir hasta 2 m de altura (Figura 9). En México,
se distribuye en zonas montafiosas y boscosas con climas templados o semifrios de
los estados de Guerrero, Colima, Jalisco, Michoacan, Estado de México, Puebla,
Morelos y Oaxaca (Turner, 2008; Redowski y Calderén, 2010; Rojas-Olivos et al.,
2018). La planta se designa comunmente con los nombres de poleo, hierba del

borracho, poleo, tabaquillo grande, toche, t¢é de monte, té del monte y hierba de
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borracho, yuujkxaky, cuencuenzpatli, quauhnahuacense, guiezza, quieutzu, nurhitini,
nurite.

Las hojas frescas se utilizan en forma de infusibn o decoccidbn como remedio para
diversos trastornos gastrointestinales, tos, y para aliviar la resaca causada por el
consumo excesivo de bebidas alcohdlicas; las hojas se utilizan para condimentar
alimentos mientras que las ramas frondosas, se utilizan como adornos en festividades

religiosas y civiles (Argueta et al., 1994; Ortega-Ortega y Vazquez-Garcia, 2014).

Figura 9. Clinopodium macrostemum (Moc. & Sessé ex Benth) Kuntze. Imagen
tomada Biodiversity Information Facility (GBIF 2019).

Los productos mayoritarios identificados en el aceite esencial de C. macrostemum por
Rojas-Olivos y colaboradores fueron linalool (9), nerol (10), p-cariofileno (11), mentona
(12), acetato de geranilo (13), terpineol (14) y pulegona (15) (Figura 10). El aceite
mostré propiedades larvicidas contra Culex quinquefasciatus; el efecto se atribuy6 a
los constituyentes oxigenados del aceite (Rojas-Olivos et al., 2018). Otro estudio
analizo extractos etandlicos por CLAR lo que permitié identificar la presencia del acido
rosmarinico y otros polifenoles. En el mismo estudio se comprobaron las propiedades
antioxidantes de la especie (Alonso-Carrillo et al., 2017).
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Figura 10. Compuestos mayoritarios del aceite esencial de C. macrostemum.

1.5. Control de calidad, eficaciay seguridad de los productos herbolarios.

Actualmente, el uso de plantas medicinales y productos herbolarios, sobre todo en
paises en via de desarrollo, sigue siendo la primera eleccion para aliviar enfermedades
mas comunes. La mayoria de estos productos son de venta libre y su seguridad,
eficacia y calidad son desconocidos. En consecuencia, tanto en paises desarrollados
como en aquellos en via de desarrollo, existe un marcado interés para garantizar la
calidad de las drogas crudas y preparados herbolarios derivados de las mismas a fin

de garantizar su uso racional (Cafigueral y Vila, 2005).

Como solucion a esta problematica, la OMS a través de la Asamblea Mundial de la
Salud (WHA) emitié una serie de resoluciones (WHA 31.33, 1978; WHA 40.33, 1987,
y WHA 42.43, 1989) en las cuales enfatizo la necesidad de asegurar la calidad y
eficacia de las drogas crudas y/o preparados herbolarios (OMS, 1999).
Posteriormente, en 2009, la OMS en su resolucion WHA 62.13, pidi6 actualizar la
estrategia referente a la medicina tradicional 2002-2005, sobre la base de los
progresos realizados por los paises y los nuevos problemas que se plantean
actualmente en el campo de la medicina tradicional. Con miras a satisfacer esa nueva

demanda, la OMS actualizé recientemente los objetivos del programa de medicina
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tradicional en su documento “Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2014-
2023” publicado en 2013. En este documento se contemplan dos objetivos principales:
el primero consiste en brindar apoyo a los paises miembros para que aprovechen la
medicina tradicional para lograr su bienestar y atencion primaria a sus problemas de
salud; mientras que el segundo trata de promover la utilizacion segura y eficaz de la
medicina tradicional mediante la reglamentacion de productos, practicas y
profesionales. Las metas mas importantes de este documento son: (i) el fortalecimiento
de la seguridad, la calidad y la eficacia de esos productos herbolarios mediante su
reglamentacion; y (ii) fomentar la cobertura sanitaria universal por medio de la
integracion de servicios de medicina tradicional a los sistemas nacionales de salud
(OMS, 2013).

De acuerdo a las recomendaciones de la sexta Conferencia Internacional de
Autoridades Reguladoras de Drogas (ICDRA), la OMS ha elaborado monografias de
las plantas medicinales de mayor uso a nivel global, mismas que han servido de
modelo para la elaboracion de monografias farmacopeicas y de tipo OMS en todo el
mundo. Estas monografias apoyaran sin lugar a duda al alcance de las metas
establecidas en el documento “Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2014-
2023".

Las monografias tipo OMS constan de dos partes: la primera incluye un resumen
acerca de las caracteristicas botanicas, los principales componentes quimicos activos
y el control de calidad de cada planta; mientras que la segunda es una revision acerca
de las aplicaciones clinicas, la farmacologia, la posologia, las contraindicaciones y las

reacciones adversas potenciales de las plantas (OMS, 2000).

Como respuesta a las iniciativas de la OMS, la comunidad europea cre6 en 1989 la
Cooperativa Cientifica Europea de Fitoterapia (ESCOP por sus siglas en inglés) con el
objetivo general de promover el avance del conocimiento cientifico de los
medicamentos a base de plantas y apoyar la armonizacion de las regulaciones
aplicadas a nivel europeo. La ESCOP publicé en 2003 ochenta monografias de drogas

vegetales; cada una incluye una revision exhaustiva y objetiva de la informacién
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bibliografica existente de la droga considerada desde su definicidén, constituyentes
principales, datos clinicos, propiedades farmacologicas hasta las referencias
pertinentes (ESCOP, 2003).

En México a pesar del enorme numero de especies medicinales (més de 4000) y su
amplio uso, son pocas las plantas que han sido estudiadas para establecer los criterios
gue garanticen su eficacia, seguridad y su calidad. Ante este paradigmay como réplica
a las demandas de la OMS, la Secretaria de Salud publicoé en 2001 la primera edicion
de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), documento
que contiene 41 monografias de plantas y 23 monografias de aceites esenciales de
mayor consumo con las especificaciones que deben cumplir las plantas y sus
derivados fitoterapéuticos. Ademas, se incluyen los procedimientos generales de
andlisis. Posteriormente, en 2013 se publicé una segunda edicién que contiene un
mayor nimero de especies autdctonas, sin embargo, estas monografias son todavia

pocas en relacion al numero de plantas medicinales del pais (FEUM, 2013).

Las monografias antes mencionadas constituyen elementos fundamentales para el
desarrollo de una fitoterapia racional, permitiendo al sector salud regular el uso
terapéutico de las plantas con base en criterios de calidad, eficacia y seguridad bien

establecidos.

Una gran cantidad de drogas surgen de la Medicina Tradicional y cuentan con un uso
documentado de por mas de un siglo; de acuerdo a la OMS, este uso legendario sin
reportes de efectos adversos puede considerarse como un criterio de seguridad.
Probablemente, el uso ancestral de muchas yerbas contribuy6 a arraigar en la
poblacion la percepcion erronea de que lo natural es sindbnimo de inocuo. De manera
adicional, a pesar de que las drogas vegetales y sus derivados suelen presentar un
margen terapéutico amplio, no estdn exentos de posibles efectos adversos,
interacciones y contraindicaciones (Cafigueral y Vila, 2005). De esta forma, todas las
medicinas, ya sean sintéticas o de origen vegetal, deberian llenar los requerimientos
basicos para ser seguros y efectivos (EMEA, 2005; WHO, 2002, 1998, 1996, a, b,

1990, 1988). Generalmente, la evaluacion de la seguridad debe sustentarse, siempre
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que sea posible, en la existencia de documentacién cientifica relevante sobre su
posible toxicidad, efectos secundarios, interacciones, contraindicaciones, y potencial

mutagénico, por mencionar las mas importantes.

Para sustentar la eficacia de los productos herbolarios, es necesario generar la
informacion farmacoldgica mediante la aplicacibn de ensayos experimentales
preclinicos y clinicos. También es importante conocer los principios activos (Ciguafieral
y Vila, 2005; Keller, 1996).

Finalmente, la calidad se convierte en un requisito basico de los medicamentos, no
solo por su importancia intrinseca, sino porque constituye la base sobre la que reposa
la reproducibilidad de los parametros de seguridad y eficacia. Cabe mencionar que
muchos problemas, no aplicables a farmacos de sintesis, influyen en la calidad de los
fitofarmacos o dificultan su control. Los mas importantes se resumen a continuacion
(Bauer, 1998; Bauer y Tittel, 1996; Busse, 2000; Franz y Vlietinck, 2001; De Diego,
1992):

1) Se trata de sistemas multicomponentes con una composicion compleja, mucho
mas dificiles de caracterizar que un compuesto puro, sea sintético o natural.

2) A veces no se conocen los constituyentes quimicos responsables del efecto
terapéutico o, con frecuencia, éste se debe a un conjunto de ellos.

3) Se trata de material biol6gico, quimica y naturalmente variable.

4) Los métodos analiticos selectivos o compuestos de referencia a veces no estan
comercialmente disponibles.

5) Existen quimiovariedades y quimiocultivares.

6) Los procesos de recoleccion y tratamiento postcosecha (desecacion,
almacenamiento, etc.) asi como los procesos de extraccion pueden también

tener una influencia importante en la calidad.

El control de calidad de las drogas vegetales y derivados, pretende garantizar su
identidad, pureza (ausencia de contaminantes, sustituciones o adulteraciones) y

contenido en principios activos y/o marcadores (Caiiigueral y Vila, 2005).

14



Antecedentes

Para asegurar la calidad de medicamentos herbolarios licenciados, es esencial, no
solamente establecer la identidad boténica del producto herbolario, sino también
asegurar la reproducibilidad lote por lote. Asi, ademas de la evaluacion botanica
macroscopica y microscopica, los ensayos de identidad quimica son necesarios. En
estos se incluyen reacciones caracteristicas y técnicas cromatograficas. Estas Gltimas
son las mas utilizadas, desde la cromatografia en capa delgada (CCD), la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) y hasta la cromatografia de gases
(CG), que se utiliza en plantas que contienen compuestos volatiles. Aunque uno de los
objetivos de estas pruebas es confirmar la presencia de principios activos, es frecuente
gue no se haya establecido la naturaleza del principio activo. En tales casos, las
pruebas quimicas y cromatograficas, solamente ayudan a identificar algunos
constituyentes designados como marcadores y que sirven como “huella dactilar” para
la planta (Kunle et al., 2012).

Para comprobar la identidad y la pureza se deben considerar criterios como el tipo de
preparacion, las propiedades sensoriales, las constantes fisicas, la adulteracion, los
contaminantes, la humedad, el contenido de cenizas y los residuos de disolventes.
Como se mencion6 anteriormente, la identidad se puede lograr mediante exadmenes
macro y microscopicos, sin embargo, es necesario prestar atencion a los brotes de
enfermedades entre las plantas, ya que pueden provocar cambios en la apariencia

fisica de la planta y llevar a una identificacion incorrecta (De Smet, 1999).

La pureza esta estrechamente vinculada con el uso seguro de los farmacos y se ocupa
de factores como contaminantes (materia extrafia en forma de otras hierbas), metales
pesados, radiactividad, presencia de micotoxinas, contaminacién microbiol6gica,

pesticidas y hasta exceso de humedad (Kunle et al., 2012).

Las pruebas de composicion o valoracién consisten en la cuantificacion de los
principios activos, si estos son conocidos, o de los marcadores en las drogas crudas
y/o preparados herbolarios con la finalidad de garantizar la obtencion de extractos

estandarizados y cuantificados.
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Para los andlisis de valoracion, se utiliza una amplia gama de métodos modernos de
andlisis quimicos como la espectroscopia ultravioleta / visible (UV/VIS), CCD,
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (CLUE), espectrometria de masas (EM),
resonancia magnética nuclear (RMN) y una combinaciéon de CG y EM (CG-EM), entre
otros (Watson, 1999).

1.6. Generalidades de nocicepcion.

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés)
define al dolor como “una experiencia sensitiva y emocional desagradable, asociada a
una lesidn tisular real o potencial”’, mientras que la nocicepcion es definida como “los
procesos neuronales de codificacion y procesamiento de estimulos nocivos”. De tal
manera que la nocicepcion incluye los mecanismos por los cuales los estimulos
nocivos son detectados por el sistema nervioso periférico, codificados, transferidos y
tratados inconscientemente por el sistema nervioso. La nocicepcion también incluye
parte de la informacion analizada por el cerebro, asi como algunas respuestas reflejas
para proteger el organismo. En contraste, el dolor es una experiencia consciente que
requiere el tratamiento cortical y la interpretacion aversiva de la informacion

nociceptiva (Barrot, 2012).

De acuerdo con Puebla (2005), el dolor puede clasificarse segun su duracién, curso,
intensidad, farmacologia, patogenia y localizacion, estos dos ultimos pardmetros son
descritos por Thai y Faisinger (2011), los cuales dividen al dolor conforme a su
patogenia en tres categorias: nociceptivo, neuropatico o mixto. El dolor nociceptivo es
aguel causado por la activacion de las fibras nociceptivas debido a la destruccion del
tejido fisico o por procesos quimicos, térmicos o mecanicos. Mientras que el dolor
neuropatico es frecuentemente descrito como ardor y a menudo se irradia a lo largo
de los nervios o raices nerviosas. También puede asociarse con disestesia
(entumecimiento y hormigueo), hiperalgesia (respuesta exagerada a un estimulo
doloroso), dolor lancinante y alodinia (dolor experimentado por un estimulo que

normalmente no produce dolor). Con respecto a la localizacion, el dolor se clasifica en
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somatico y visceral, el dolor somatico puede resultar de una lesiéon en la piel, musculo,
tejido blando o hueso. Por lo general, esta bien localizado, puede ser constante o
intermitente y a menudo se describe como un dolor persistente que puede agudizarse
con el movimiento. El dolor visceral suele estar mal localizado, es constante y puede

remitirse.

1.7. Neurofisiologia de la nocicepcion.

Desde el punto de vista neurofisiologico, la nocicepcion inicia periféricamente en
tejidos donde una poblacion celular lesionada de cualquier forma, genera una
modificacién en el microambiente de los receptores periféricos del dolor (nociceptores,
localizados en piel, musculo, esqueleto y visceras). Esta modificacion desencadena
una compleja secuencia de eventos que engloban al aferente primario, ganglio de la

raiz posterior, asta dorsal medular y al resto de la via nociceptiva (Eblen-Zajjur, 2005).

Los nociceptores son receptores complejos activados por diversas sustancias
enddgenas que originan potenciales receptores que son traducidos en potenciales de
accion, conducidos por fibras nerviosas (fibras A-6 y fibras C) en direccién central
hasta contactar con las neuronas de segundo orden. Histolégicamente son
terminaciones periféricas de las neuronas bipolares que tienen su soma en los ganglios
raquideos y cuyo axon centripeto penetra en el asta dorsal de la médula espinal. La
activacion de los nociceptores puede realizarse directamente, pero normalmente se
realiza a través de diversos mediadores que ejercen una accién excitatoria o inhibitoria
de las terminaciones nerviosas aferentes, actuando sobre receptores especificos o en
los canales i6nicos de la membrana. El resultado final es la modificacién de la

permeabilidad idnica y la génesis de impulsos que viajan al SNC (Romera et al., 2000).

Un estimulo nervioso o lesidn tisular es capaz de inducir la produccion de una gran
cantidad de mediadores proinflamatorios, cuyo efecto se traduce en la despolarizacion
de la membrana neuronal a través de diversos mecanismos. Estos mediadores
implican a sustancias como la bradicinina (BK), citocinas, eicosanoides,

neurotransmisores [serotonina (5-HT), noradrenalina], los iones potasio (K*) e
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hidrégeno (H*), el &cido lactico, la histamina (HT), diversos péptidos [la sustancia P
(SP), opioides], y ciertas sustancias como las prostaglandinas (PG) y los leucotrienos
gue disminuyen la activacion de los nociceptores. La SP, la BK, las PG, la histamina
(HT) los hidrogeniones y el ATP son capaces de activar los nociceptores a través de
la fosfolipasa C (PLC) (enzima que cataliza la hidrélisis de polifosfatidilinositol en
inositol trifosfato y diacilglicerol), con lo que se incrementa la concentracion de calcio
intracelular, reduciendo la permeabilidad de la membrana al ion potasio con su
consecuente despolarizacion. Algunos de estos mediadores como la HT, PG, junto a
la 5-HT y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) también son
capaces de despolarizar la membrana, al incrementar la actividad de la adenilato

ciclasay, con ello, los niveles de AMPc intracelular (Eblen-Zajjur, 2005).

1.8. Modelos animales para estudios de nocicepcion.

Al igual que en los animales, los humanos infieren el dolor con base en su
comportamiento, sin embargo, debido a que el ser humano tiene el comportamiento
anico del habla, puede hacer uso de interrogatorios psicologicos y sociologicos, lo cual
provee acceso directo y relativamente rapido a la experiencia subjetiva a través de
clasificaciones y descriptores. Entonces, la definicion comunmente utilizada de dolor
humano no se puede aplicar directamente a los animales, porque se basa en saber
como se sienten los animales o exigirles que nos comuniquen sus experiencias
subjetivas. La capacidad de los sujetos humanos para reflexionar sobre su experiencia
subjetiva tiene una ventaja considerable cuando se investigan condiciones de dolor
cronico que no tienen una causa obvia, o cuando el dolor supera lo que se espera

tipicamente de una causa dada (Sneddon et al., 2014; Mogil et al., 2010).

Técnicamente, los modelos animales ofrecen una caracterizacion extremadamente
fina de la neuroquimicay la anatomia, de igual forma cuentan con una mejor seguridad,
economia y estandarizacion de antecedentes genéticos y ambientales en comparacion

con los sujetos humanos (Mogil et al., 2010).
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Las pruebas nociceptivas usan estimulos térmicos, eléctricos, mecénicos o quimicos
(Le Bars et al., 2001). Algunos de ellos se basan en la latencia de la aparicion de un
comportamiento de evitacion, generalmente un reflejo de retirada de la pata o la cola.
En este caso el estimulo puede considerarse como fijo. Las pruebas correspondientes
que utilizan la estimulacién térmica incluyen la prueba de retirada de la cola, las
pruebas de placa caliente o fria y la prueba de retirada de la pata de calor radiante.
Las pruebas de nocicepcion también pueden depender del umbral de estimulo
necesario para provocar un comportamiento de evitacion. En este caso, el estimulo es
variable, con un aumento de valor, o la prueba puede usar estimulos incrementales
sucesivos a un valor fijo. Estas pruebas se refieren a la estimulacién mecéanica e
incluyen los filamentos de Von Frey, la prueba de Randal-Seitto y las pruebas recientes
basadas en medidores de tension sostenidos por forceps o dedos. Los umbrales
eléctricos también se estudian, particularmente como control para otros experimentos
de comportamiento. Por ultimo, algunas pruebas nociceptivas pueden basarse en la
observacién y puntuacion de comportamiento especificos. Este es el caso de las
pruebas que usan estimulos quimicos inflamatorios o irritantes. En ellas se pueden
utilizar diferentes agentes quimicos irritantes como estimulos nociceptivos para
evaluar el dolor y evaluar preclinicamente los farmacos analgésicos. El procedimiento
mas utilizado es el ensayo de la formalina en roedores; en este un producto de prueba
actua principalmente a través del receptor transitorio potencial ankyrin 1, un miembro
de la familia del receptor transitorio de canales i6nicos. El compuesto se puede inyectar
por via intradérmica en la superficie dorsal o plantar de una pata delantera o pata
trasera, lo que da como resultado la retirada, lamida, mordida o el temblor de la plata;
estos resultados son cuantificables. En roedores, la inyeccion de formalina produce
una reaccién de comportamiento bifasico, con una fase inicial dentro de los primeros
minutos posteriores a la inyeccién, seguida de un periodo de reposo alrededor de 10
min y una segunda fase de comportamientos nociceptivos que duran de 20 a 40 min.
La primera fase esté relacionada a la estimulacion directa de los nociceptores y es
sensible a los anestésicos locales, mientras que la segunda fase involucra
mecanismos inflamatorios y sensibilizacion central dentro del asta dorsal. Esta

segunda fase responde a varios farmacos de accidén analgésica clinica establecida,
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como los opiaceos, los analgésicos antiinflamatorios esteroides o no esteroideos, los
antagonistas de N-metil-D-aspartato o la gabapentina (Barrot, 2012).

1.9. Las Plantas Medicinales y el Dolor en México.

El dolor ha sido globalmente una causa comun de consulta médica. Una de las formas
para contrarrestarlo es con el uso de plantas medicinales, las cuales se han empleado
a lo largo de la historia. En México, se tiene conocimiento de que los mayas utilizaban
el estramonio (Datura stramonium), durante el parto para disminuir o encubrir el dolor
(Pérez-Cajaraville et al. 2005). Otra especie medicinal del mismo género es Datura
inoxia, conocida comunmente como toloache, el uso de sus hojas en forma de
cataplasma esta indicado en el Codice de la Cruz-Badiano para reducir el dolor y la
hinchazén. En el norte de México y en los estados de Sonora, Oaxaca y Quintana Roo,
se utiliza para el tratamiento del dolor reumatico. Oenothera rosea conocida como
hierba del golpe también es utilizada en la herbolaria mexicana para el tratamiento del
dolor. Sus hojas, tallo y ramas se utilizan en forma de cataplasma o infusion en
administraciones topica y oral, respectivamente (Martinez, 2015). Otra especie
ampliamente utilizada en México es Heterotheca inuloides, también llamada arnica,
esta planta es Gtil para curar la inflamacion y el dolor. En estudios preclinicos con
modelos experimentales de dolor e inflamacion en ratas se ha demostrado que los
efectos andlgesicos y antinflamatorios de esta especie se deben a la presencia de 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadalina, un sesquiterpeno aislado del extracto hexanico de las
inflorescencias de la planta. Dicho estudio refuerza el uso como analgésico de las
inflorescencias de esta especie en la medicina tradicional mexicana (Rocha-Gonzalez
et al., 2010). Asi como estos ejemplos, en México existen diversas especies vegetales
utilizadas para el tratamiento del dolor, esencialmente para el alivio del dolor de tipo
muscular y reumatico, ya que otros tipos son secundarios a patologias como
gastroenteritis, cistitis, etc. Recientemente se analiz6 el uso de plantas analgésicas en
el estado de Morelos, la mayoria de estas especies son nativas de México, sin
embargo, un importante numero son introducidas (Castillo-Espafia et al., 2015). Por lo
tanto, a pesar del amplio nUmero de especies medicinales conocidas, pocas se han
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estudiado farmacoldgica y toxicolégicamente para validar con evidencias cientificas su

uso y seguridad en la medicina tradicional mexicana.
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2. OBJETIVOS.

2.1.

Objetivo general.

Establecer las pruebas de identidad quimica, eficacia contra el dolor y seguridad a

nivel preclinico de las drogas crudas de Cunila lythrifolia y Clinopodium macrostemum,

con la finalidad de generar parte de la informacion cientifica necesaria para integrar su

monografia farmacopeica y tipo OMS. El establecimiento de estas pruebas, permitira

obtener los criterios que diferencien las dos especies.

2.2.

b)

Objetivos particulares.

Establecer la toxicidad aguda de los preparados tradicionales de ambas
especies mediante el protocolo establecido por Lorke, con la finalidad de

obtener informacién acerca de su seguridad preclinica

Obtener los perfiles cromatogréaficos de la decoccion y el aceite esencial de las
plantas mediante la aplicacién de técnicas cromatogréaficas incluyendo la CCD,
CLARYyla CG-EM, respectivamente. Esta informacion permitird establecer parte

importante de las pruebas de identidad de ambas plantas.

Establecer el potencial antinociceptivo de los preparados tradicionales
utiizando el modelo de la formalina en ratones para asi contribuir al

establecimiento de la eficacia preclinica de las especies.
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3. METODOLOGIA.
3.1. Material vegetal.

El material vegetal (partes aéreas) de C. lythrifolia (Lamiaceae) fue adquirido el 2 de
noviembre de 2017, el 22 de enero de 2018 y el 22 de mayo del 2018 (lotes I, I y IlI,
respectivamente) en el Mercado de la Bola, Delegacion Coyoacan de la Ciudad de
México. Mientras tanto, las partes aéreas de C. macrostemum (Lamiaceae) fueron
recolectadas el 21 de Julio de 2017 en Teococuilco de Marcos Pérez, Ixtlan, Oaxaca
(Lote I), el 30 de marzo de 2018 (lote II) y el 8 de agosto de 2018 (lote 1ll) en San Juan
del Estado, Etla, Oaxaca. Las partes aéreas de ambas especies se secaron y
posteriormente se trituraron en un molino de cuchillas Thomas Wiley Modelo 4. Las
muestras de referencia se depositaron en el Herbario Nacional de México (MEXU) con
los niumeros de voucher 1468647 (C. lythrifolia) y 1503393 (C. macrostemum).

3.2. Preparacion del extracto acuoso.

La preparacion del extracto acuoso se llevo a cabo con el lote Il de ambas especies y
se realiz6 mediante la decoccion de las partes aéreas (Martinez, 1989). Para ello, se
colocaron 25 g del material vegetal seco y molido en contacto con 250 mL de agua
destilada, posteriormente, se calenté hasta su punto de ebullicién durante 30 min, el
extracto resultante se dejoé reposar 5 min. Una vez transcurrido el tiempo, el preparado
se filtr6 para descartar el material vegetal. La decoccion resultante se concentré a
sequedad utilizando un rotaevaporador (BUCHI R-1I-HB) adaptado a una bomba de
vacio (BUCHI-V-710). El rendimiento del extracto acuoso total de C. lythrifolia fue de
19.25% (19.25 mg/ g de droga cruda) y 20.16% (20.16 mg/ g de droga cruda) para C.
macrostemum. Este proceso se repitid cuantas veces fue necesario para obtener la

cantidad adecuada para la realizacion de los ensayos farmacolégicos.
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3.3. Obtencidn de las fracciones organicas del extracto acuoso.

El fraccionamiento del extracto acuoso se llevd a cabo mediante un método de reparto.
Para lo cual se realizoO la decoccion como se describe en la seccion 3.2.
Inmediatamente después de filtrar la decoccion, ésta se colocé en un embudo de
separacion de 500 mL y se agregaron 50 mL de hexano. El embudo se agito
vigorosamente para mezclarlos y posteriormente se dejo reposar hasta la separacion
de las dos fases. La fraccidon organica se recuperé en un matraz. Este proceso se
realizd en tres ocasiones. Las fases organicas se combinaron, se filtraron sobre
Na2SO4 anhidro y se concentraron a vacio en un rotaevaporador. Posteriormente la
fase acuosa restante se utilizd para un fraccionamiento con CH2Clz, el cual se obtuvo
de la misma manera anteriormente descrita (3 x 50 mL) y finalmente a la fase acuosa
restante del fraccionamiento con CH2Clz se le realizé un fraccionamiento con AcOEt (3
x 50 mL). Las tres fracciones organicas se analizaron por CLAE.

3.4. Preparacion del aceite esencial.

El aceite esencial de la planta fue extraido de las partes aéreas frescas y fraccionadas
(200 g) mediante hidrodestilacion por 5 h. El material destilado fue particionado con
diclorometano (2 x 100 mL). Las fracciones organicas combinadas se secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a vacio. El aceite se almacen¢ en viales @&mbar a 4

°C hasta su andlisis por CG-EM. Esta metodologia se repitié para los tres lotes.

3.5. Analisis de los compuestos volatiles presentes en los extractos acuosos
de los poleos.

El lote Il de ambos poleos se utilizd para el estudio de los componentes volatiles
presentes en los extractos acuosos de C. lythrifolia y C. macrostemum. En primera
instancia se realiz6 la decoccion como se describe en la seccion 3.2, posteriormente
el extracto acuoso fue sometido a un proceso de hidrodestilacion durante 1 hora, para

asi obtener una esencia con los compuestos volatiles. EI material destilado se
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particion6 con diclorometano (2 x 100 mL), se secO6 sobre Na:SOs anhidro y se
concentrg a vacio. Se almaceno en viales ambar a 4 °C hasta su analisis por CG-EM.

3.6. Instrumentacién y condiciones cromatograficas.

El aceite esencial se analizd6 por CG-EM en un cromatografo de gases de la serie
Agilent 6890N acoplado con un detector de masas con tiempo de vuelo LECO (MS-
TOF, Agilent Technology, Santa Clara, CA) con un voltaje de ionizacion de 70 eV y
equipado con una columna capilar DB-5 de silice fundida no polar (10 m x 0.18 mm;
grosor de pelicula 0.18 um, Agilent HP). Las condiciones de operaciéon fueron las
siguientes: el inyector funcioné en modo Split (relacion 20:1) y las temperaturas de la
linea de transferencia del espectrometro de masas se fijjaron a 200 y 300 °C,
respectivamente; la temperatura del horno subié gradualmente de 40 a 260 °C a una
velocidad de calentamiento de 4°C/ min, siguiendo con 260°C durante 20 min, y
finalmente hasta 340°C, a una velocidad de calentamiento de 4°C/ min durante 20 min
isotérmicamente; la temperatura del inyector se fijé a 300 °C. El gas portador (He) se
ajust6 a un flujo de 1 mL/ min. Los compuestos se identificaron mediante la
comparacion de sus datos espectrales de masas con los de la Biblioteca de espectros
de masas NIST 98 y la biblioteca del equipo, asi como mediante la comparacién de
sus indices de retencion en relaciébn con una serie homéloga de n-alcanos Cs-C2o
calculados de acuerdo a Van Den Dool y Kratz (1963) y con los valores de literatura
(Adams, 2007). Los analisis fueron realizados por triplicado y las cantidades relativas
de los componentes individuales se calcularon en funcion de las areas de sus picos de

CG, sin correccion del factor de respuesta.

Los perfiles cromatograficos de las fracciones organicas de los extractos acuosos se
obtuvieron con un cromatografo de liquidos de alta eficiencia de marca Waters
equipado con una bomba cuaternaria Waters 600, un inyector manual, un horno para
columna y un detector dual Waters 2487 cuyas longitudes de onda fueron 210 nm vy
254 nm. El control del equipo, la adquisicién de datos, el procesamiento y manipulacién

de la informacion se efectuaron utilizando el programa Empower 2. Todos los analisis
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se realizaron en una columna XBridgeShieldRP18 (5 um x 4.6 x 250 mm). El volumen
de inyeccion fue de 3 L, el gradiente de elucion de ACN (A) y H20 (B) se llevé a cabo

como se muestra en la tabla 1, con un flujo de 1 mL/min.

Tabla 1. Gradiente de elucién utilizado para el desarrollo de los perfiles

cromatograficos.

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 20 80
40 100 0
60 20 80

3.7. Analisis de microextraccion en fase sélida (MEFS).

Los compuestos volétiles en C. lythrifolia y C. macrostemum se separaron e
identificaron utilizando MEFS (Pawliszyn, 1977). Para este andlisis se utilizaron fibras
recubiertas con CAR/DVB/PDMS de un cm. Las fibras se acondicionaron en un puerto
de inyeccion del cromatdgrafo de gases a 250 °C por 2 h, antes de su uso. El
procedimiento de extraccion se realizé de acuerdo a lo descrito por Ovalle-Magallanes
y colaboradores (2014), de la siguiente manera: las fases de la muestra que contenian
material seco (30 mg), cloruro de sodio (7.5 mg) y agua destilada (5 mL) se colocaron
en viales adecuados; luego, las agujas que contenia la fibra del dispositivo de MEFS
se introdujeron a través del septum de los viales y se dejo durante 5 min a temperatura
ambiente. Después de la toma de muestra, la desorcion de los analitos se hizo
térmicamente en el cromatégrafo; posteriormente se analizaron utilizando las
condiciones de CG descritas. Todos los analisis se realizaron por triplicado y se

utilizaron las partes aéreas secas y molidas del lote II.

3.8. Estudios farmacologicos in vivo.
Para la experimentacion en animales se utilizaron ratones machos de la cepa ICR, con

edad entre 3-4 semanas (25-30 g) que se obtuvieron a través del Centro UNAM-
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ENVIGO (ENVIGO RMS, S.A. De C.V.) Los animales de experimentacion se
mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio, con temperatura controlada (22
+ 1°C), ciclo de luz y oscuridad de 12 h, con acceso a alimento estandar y agua simple
ad libitum, y un 70-80% de humedad relativa. Todos los protocolos experimentales se
realizaron de acuerdo con los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana
para el Cuidado y Manipulacién de Animales de Laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999),
con los lineamientos internacionales para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(NIH, 2011) y de acuerdo a los protocolos experimentales aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Quimica, UNAM: FQ/CICUAL/235/17 (modelo murino para establecer la
toxicidad aguda de extractos vegetales y productos naturales de acuerdo al método de
Lorke).

3.8.1. Preparaciéon y administracion de las muestras.

Todas las muestras se prepararon en suspension utilizando como vehiculo una
solucién salina isotonica (NaCl 0.9%, SSI) con 0.05% de Tween 80. La administracion
se realiz6 via oral (p.o.) mediante sondas de acero inoxidable a razé6n de 0.2 mL/ 10 g
de peso de animal. En la evaluacién del potencial antinociceptivo, la formalina se
administré via subcutanea (s.c.) en el dorso de la extremidad posterior derecha del
animal. La formalina se administré con jeringas hipodérmicas de 0.5 mL (31G x 8 mm)
en volumen de 30 pL por pata.

3.8.2. Determinacion de la toxicidad aguda en ratones.

Para establecer la toxicidad aguda de los extractos acuosos de C. lythrifolia y C.
macrostemum se aplico el protocolo descrito por Lorke (1983). Los tratamientos se
administraron via oral (p.0.) en dos etapas independientes, para cada una se utilizaron
doce ratones divididos en cuatro grupos (n=3). En la primera, el extracto acuoso se
administré a dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg, mientras que en la segunda etapa se

administraron dosis de 1600, 2900 y 5000 mg/kg. En cada etapa se tuvo un grupo
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control el cual se administr6 tnicamente con vehiculo (SSI con 0.05 % de Tween 80).
Después de cada administracion, se observé a los animales cuidadosamente durante
1 h para detectar signos y sintomas de toxicidad aguda de acuerdo a las caracteristicas
presentes en el test de Irwin (Roux et al., 2004), o bien para registrar el nUmero de
muertes. Durante catorce dias posteriores a la administracion se registraron
diariamente los pesos de todos los animales. Al término de este periodo, se sacrifico
a los animales sobrevivientes por dislocacion cervical y se realizo la diseccion de los
mismos para realizar un analisis macroscopico de los 6rganos internos (Corazon,
higado, rifiones, pulmones y estdbmago) en busca de lesiones. El calculo de la dosis
letal media (DLso) se realiz6 a partir de la media geométrica entre la dosis mas baja en
donde se presento la muerte de un animal y la dosis en la que no se presentd muerte;
en caso en el que no se presente la muerte de algan animal de experimentacion en
ninguna de las dosis ensayadas, se considera que la DLso es mayor a 5 g/kg de peso
corporal del animal (Lorke, 1983).

3.8.3. Evaluacion del potencial antinociceptivo mediante el modelo de la
formalina.

Los ratones se sometieron a un proceso de acondicionamiento para lo cual se
colocaron de manera individual dentro de cilindros de acrilico de 20 cm de diametro x
40 cm de altura, a temperatura constante de 25 °C, durante 30 min. Los tratamientos
fueron administrados por via oral (p.o.) en dosis de 31.6, 100 y 316.2 mg/kg, en un
volumen de 0.2 mL/ 10 g de peso corporal; mientras que el grupo vehiculo recibié
anicamente solucion salina con 0.05% de Tween 80. Como agente nociceptivo se
empled una solucion de formalina al 2% (preparado a partir de una solucién de
formaldehido al 37% en agua inyectable). Luego de 30 min de la administracion de
los tratamientos, se aplicaron 30 pL de la solucion de formalina de forma subcutanea
en el dorso de la extremidad posterior derecha del ratdn. La respuesta bifasica inducida
por la formalina (lamer la pata administrada), se cuantificé en intervalos de 5 min
durante media hora (Tjolsen et al., 1992; Yang et al., 2012) utilizando espejos de 40 x

40 cm detras de los cilindros de acrilico para facilitar la observacion. Como farmaco de
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referencia se utilizé diclofenaco (DIC) a dosis de 50 mg/kg por via oral (p.o.). Todos
los grupos administrados (VEH, DIC, y tratamientos) fueron de ocho animales (n=8).
Los animales se sacrificaron luego de concluir el procedimiento experimental y se
calculo el area bajo la curva del curso temporal para la fase 1y 2, y el area bajo la

curva total.

3.8.4. Analisis estadistico.

Los datos se expresaron como el promedio + el error estandar de la media (EEM). La
estimacion de la diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre los tratamientos se
calculd mediante un andlisis de varianza (ANADEVA) de dos vias seguido de un
analisis post hoc de Bonferroni; o alternativamente mediante un ANADEVA de una via
seguido de un andlisis post hoc de Dunnett comparando con el grupo vehiculo. El
porcentaje de efecto antinociceptivo fue calculado a partir de los diferentes
tratamientos en relacion ABC del vehiculo. Para el célculo de las diferencias
estadisticas se utilizé6 el programa GraphPad Prism (versién 7.0, GraphPad Inc.,
E.U.A).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Las especies aromaticas Cunila lythrifolia y Clinopodium macrostemum, conocidas
comunmente como poleos, son plantas medicinales utilizadas popularmente en
México como agentes analgésicos en casos de afecciones gastrointestinales, aunque
no exclusivamente, (Argueta, 1994). A pesar de su amplio uso, no existe informacion
documentada que permita justificar la calidad, inocuidad, y eficacia de estas especies.
Por tal motivo, el presente proyecto de investigacion pretende establecer algunas
pruebas preclinicas preliminares de eficacia e inocuidad, asi como establecer algunos
parametros de identidad de las drogas crudas de C. lythrifolia y C. macrostemum con
la finalidad de generar parte de la informacion cientifica necesaria para integrar sus
monografias tipo OMS y farmacopeica. El establecimiento de estas pruebas, en
conjunto con otras pruebas de eficacia y composicién que se realicen en el futuro,

permitira el uso racional de estos recursos naturales.

Los resultados generados se discutirdn en dos secciones principales. En la primera,
se abordara lo relacionado a inocuidad y eficacia, discutiendo primero los resultados
de toxicidad aguda y posteriormente el potencial antinociceptivo de las especies. En la
segunda parte, se compararan los resultados concernientes al analisis de los
compuestos volatiles obtenidos del aceite esencial, de la decoccion y por
microextraccion en fase sélida (MEFS) de ambos poleos. El andlisis de los volatiles se
realiz6 mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-
EM).

4.1. Evaluacion farmacologica de lainocuidad y eficacia.

4.1.1. Inocuidad.

Muchos productos herbolarios utilizados durante largo tiempo pueden provocar dafios
toxicoldgicos cronicos inadvertidos. Al realizar la investigacion bibliografica sobre los
antecedentes toxicologicos de los dos poleos no se encontro descripcion alguna sobre
posibles efectos téxicos. No obstante, fue posible documentar su utilizacion tradicional

por mas de cien afios (Martinez, 1989).
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Con base en estos antecedentes se determiné la toxicidad aguda de los preparados
tradicionales de los poleos mediante la metodologia establecida por Lorke (1983). Los
resultados de esta prueba indican que ambos preparados no son téxicos para ratones
ya que los mismos no sufrieron cambios en su comportamiento, tampoco padecieron
modificaciones de peso corporal, ni hubo decesos. De forma complementaria, el
examen macroscopico de los 6rganos internos no reveld signos (formacién de
coagulos, tumoracién, manchas) de toxicidad aguda. Los resultados permiten concluir
que la DLsode las tisanas es mayor a 5 g/kg (Tabla 2), y que éstas no provocan efectos
toxicos agudos en roedores. Para completar estos estudios sera necesario realizar

estudios preclinicos de genotoxicidad, y toxicidad subcronica y crénica.

Tabla 2. Toxicidad aguda de los extractos acuosos de C. lythrifoliay C.

macrostemum
Primera fase Segunda fase

Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad

(mg/Kg) C. C. macrostemum | (mg/Kg) C. C.
lythrifolia lythrifolia ~ macrostemum

10 0/3 0/3 1600 0/3 0/3
100 0/3 0/3 2900 0/3 0/3
1000 0/3 0/3 5000 0/3 0/3

4.1.2. Evaluacion del potencial antinociceptivo.

La evaluacién del potencial antinociceptivo se realiz6 mediante la aplicacién de la
prueba de la formalina. La inyeccion de formalina en la pata del raton produce una
respuesta dolorosa bifasica (lamida o mordisqueo), la primera fase, de corta duracion,
se debe a la activacion de los nociceptores de la pata; y la segunda (10-50 minutos
después de la inyeccion) se debe a una respuesta inflamatoria con sensibilizacion de
las neuronas nociceptoras de la médula espinal (Lee et al., 2011). Como control

positivo se utilizé el diclofenaco (DIC). Este farmaco es un antiinflamatorio no
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esteroideo (AINE) que actia como inhibidor selectivo de la ciclooxigenasa (COX),
disminuyendo la produccién de prostaglandinas E2 (PGEz2) y tromboxanos. A pesar de
ser el principal mecanismo de accion del DIC, sus actividades antiinflamatorias y
analgésicas involucran otros mecanismos periféricos y centrales incluyendo la via L-
arginina / 6xido nitrico (NO) / monofosfato ciclico de la guanosina (GMPc) (Tonussi y
Ferreira, 1994), el incremento de B-endorfinas (un opioide enddégeno) en plasma, la
activacion de los receptores gamma activados por el factor proliferador de peroxisomas
(PPARYy), la reduccién de la sustancia P, y finalmente, la disminucion de IL-6 y el

aumento de los niveles de IL-10 (Torres-Lépez et al., 2002; Atzeni et al., 2018).

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la decoccion de C. lythrifolia mediante el
ensayo de la formalina indican su actividad antinociceptiva; el tiempo de lamida (s) de
los ratones administrados con las dosis de 100 y 316 mg/kg del preparado se redujo
significativamente como se puede observar en las graficas del curso temporal (Figura
11) y del area bajo la curva (ABC, Figura 12A). El efecto antinociceptivo del extracto
acuoso se mantuvo en las dos fases. En la fase 1 (Figura 12B) el mejor efecto se
observo a la dosis de 316 mg/kg, en tanto que en la fase 2 con la de 100 mg/kg (Figura
12C).
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Figura 11. Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto acuoso de C. lythrifolia
(DCL) lote Il en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (SSI 0.9%). DIC:
diclofenaco (50 mg/kg). Cada medida representa el promedio + el EEM con n=6-8. *=p <
0.05, prueba estadistica: ANADEVA de dos vias con una prueba post-hoc de Bonferroni
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Figura 12. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de C. lythrifolia (DCL) lote Il en el
modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (SSI 0.9%). DIC: diclofenaco (50 mg/kg,
p.o.). A. Gréfico de ABC total (s x min) del tiempo de lamida. B. Gréfico del ABC de la fase
1. C. Gréfico del ABC de la fase 2. Cada barra es el promedio + el EEM con n=6-8. *=p
< 0.05, prueba estadistica: ANADEVA de una via con una prueba post-hoc Dunnett.

Por otra parte, el preparado de C. macrostemum también presentd actividad
antinociceptiva, significativa en la segunda fase (inflamatoria) a la dosis de 316 mg/kg

(Figuras 14B y 14C).

En conjunto estos resultados sugieren que los extractos acuosos de los poleos ejercen
un efecto antinociceptivo por medio de mecanismos de accion diferentes. C. lythrifolia
fue mas activo contra el dolor de tipo neurogénico, el cual se relaciona directamente a
la estimulacion de nociceptores, mientras que C. macrostemum fue mejor contra el
dolor inflamatorio mediado por mecanismos inflamatorios y sensibilizacion central

dentro del asta dorsal (Tjolsen et al., 1992).
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Figura 13. Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto acuoso de C.
macrostemum (DCM) lote Il en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (SSI
0.9%). DIC: diclofenaco (50 mg/kg). Cada medicidon representa el promedio + el EEM con
n=6-8. * = p < 0.05, prueba estadistica: ANADEVA de dos vias con una prueba post-hoc
de Bonferroni
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Figura 14. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de C. macrostemum (DCM) lote I
en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (SSI 0.9%). DIC: diclofenaco (50
mg/kg, p.o.). A. Grafico de ABC total (s x min) del tiempo de lamida. B. Grafico del ABC de
la fase 1. C. Gréfico del ABC de la fase 2. Cada barra es el promedio + el EEM con n= 6-
8.*=p < 0.05, prueba estadistica: ANADEVA de una via con una prueba post-hoc Dunnett.
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Otras especies de Clinopodium han demostrado efecto antinociceptivo. Asi, el aceite
esencial y la fraccion polifendlica de C. hortense presentaron efecto antinociceptivo
durante la segunda fase (inflamatoria) en el modelo de la formalina (Hajhashemi et al.,
2002). Los preparados de C. thymbra presentaron efecto en ambas fases del ensayo
(Karabay-Yavasoglu et al., 2006). En el caso del género Cunila no existen

antecedentes sobre el efecto antinociceptivo de especie alguna.

Un vez, que se establecid el potencial antinociceptivo de ambas especies, se procedio
a establecer los perfiles cromatogréficos de las fracciones organicas obtenidas por un
proceso de reparto de cada una de las tisanas de los dos poleos con hexano,
diclorometano y acetato de etilo. Los perfiles de las fracciones organicas se indican en

los cromatogramas de las Figuras15-17.
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Figura 15. Cromatogramas de la fraccién de hexano del extracto acuoso de C.
macrostemum y C. lythrifolia. Las condiciones se indican en la seccién de Metodologia
3.6.
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Figura 16. Cromatogramas de la fraccion de diclorometano del extracto acuoso de C.
macrostemum y C. lythrifolia. Las condiciones se indican en la seccion de Metodologia
3.6.

1.2

0.8

0.6

UA

0.4

0.2

L

0 5 10 15 20 25 30 35 40

-0.2 . .
Tiempo (min)

—— C. macrostemum 210 nm —— C. lythrifolia 210 nm

Figura 17. Cromatogramas de la fraccién de acetato de etilo del extracto acuoso de C.
macrostemum y C. lythrifolia. Las condiciones se indican en la seccién de Metodologia
3.6.
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Resulta evidente que los perfiles cromatograficos de las diferentes fracciones
derivadas de las tisanas, y por ende la composicién quimica, de los dos poleos es muy
diferente. Una de las principales perspectivas del trabajo es determinar la composicion
guimica de estas fracciones, y posteriormente la naturaleza de los constituyentes

activos.

4.2. Establecimiento de las pruebas quimicas de identidad.

4.2.1. Composicién quimica del aceite esencial.

La identificacion de los componentes del aceite esencial obtenido por hidrodestilacion
de ambos poleos se llevdo a cabo por cromatografia de gases (CG) acoplada a
espectrometria de masas (EM). La CG-EM es un método ampliamente aceptado para
el andlisis de aceites esenciales, debido a la volatilidad de sus constituyentes, a la
sensibilidad, estabilidad y alta eficiencia del método. Especialmente, el acoplamiento
con EM provee informacion confiable para el andlisis cualitativo de los complejos

constituyentes (Kumari et al. 2016).

Los resultados obtenidos a partir de estos andlisis se ilustran en las Tablas 3y 4, y en
las Figuras 18 y 19. El analisis de las esencias se realiz6 por triplicado, a partir de tres
lotes diferentes obtenidos en distintas épocas del afio. Los rendimientos (%) de los
aceites esenciales obtenidos a partir de C. lythrifolia y C. macrostemum fueron
aproximadamente 0.247 + 0.103 y 0.134 £ 0.029, respectivamente. Los productos se
identificaron mediante la comparacién de sus indices de retencion en relacién con una
serie homdloga de n-alcanos Cs-C2o calculados de acuerdo a Van Del Dool y Kratz
(1963), y con los reportados en la base de datos del NIST (Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia), y los descritos por Adams (2007). De manera simultanea
se obtuvieron los espectros de masas de los componentes de las esencias por impacto
electrénico (Anexos). Estos espectros de masas fueron comparados con los de la base

de datos del equipo y con los datos reportados en la literatura.
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Asi, el analisis cromatografico revel6 la presencia de mentona (12) y pulegona (15)
como compuestos mayoritarios de la esencia de C. macrostemum; estos se
encontraron en los tres lotes analizados en proporciones similares. En el caso de C.
lythrifolia los principales constituyentes encontrados en el lote Il fueron B-cariofileno
(11), a-cariofileno (30) y un producto caracterizado como acetato de nopilo (31) con
base en su patron de fragmentacion. En los lotes | y 1l 11 y 30 estan presentes en
menor cantidad; sin embargo, el acetato de nopilo se encuentra en mayor proporcion,

junto a su isémero.

Como se observa en la Tabla 3, del lote | de C. lythrifolia se identificaron nueve
constituyentes, mismos que representan el 70.52 % de la composicion del aceite, de
los cuales el 4,7-dimetil, benzofurano (26) es un compuesto exclusivo de este lote; de
igual forma se identificaron once y nueve compuestos de los lotes Il y Ill, que
representan el 69.69 % y 98.68 % del total del aceite esencial, respectivamente. El
biciclogermacreno (21) solo esté presente en el lote lll.
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Figura 18. Cromatograma ionico total del aceite esencial de C. lythrifolia analizado en
una columna capilar DB-5. A. Lote | B. Lote Il C. Lote lll. Las condiciones se indican en
la seccion de Metodologia 3.6.
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Tabla 3. Compuestos volatiles identificados por CG-EM a partir del aceite esencial de C. lythrifolia.

Método de

No Compuesto IR tedrico IR experimental Area (%) identificacion

Lote | Lote Il Lote IlI
1 0-cimeno (23) 1023 1025 0.9136 2.9993 EM, IR
2 eucaliptol (24) 1031 1033 1.8549 5.0852 EM, IR
3 ND 1099 6.1116 3.3441
4 ND 1150 0.9153
5 mentofurano (25) 1164 1167 5.0568 0.6574 20.445 EM, IR
6 a-terpineol (14) 1188 1181 1.3186 1.7376 EM, IR
7 ND 1192 4.7265 3.0601
8 4,7-dimetil benzofurano (26) 1220 1217 1.2058 EM, IR
9 ND 1273 6.6345
10 ND 1279 1.0827
11 acetato de bornilo (27) 1287 1286 0.8505 1.5261 EM, IR
12 acetato de isopulegol (28) 1283 1287 3.3964 0.7087 1.733 EM, IR
13 ND 1291 3.3074
14 ND 1323 1.3052
15 0-elemeno (29) 1338 1339 2.3665 3.4409 EM, IR

80 % de similitud utilizado; IR: indice de retencion; EM: espectrometria de masas; ND: no determinado.
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Tabla 3. Compuestos volatiles identificados por CG-EM a partir del aceite esencial de C. lythrifolia (continuacién).

Area (%)
No Compuesto IR tedrico IR experimental Método de
Lote | Lote Il Lote IlI identificacion
16 ND 1352 0.8496 2.6263
17 ND 1406 1.9475 1.0487
18 B-cariofileno (11) 1419 1426 7.8567 32.265 13.646 EM, IR
19 ND 1457 3.9012 1.4932 0.1135
20 a-cariofileno (30) 1454 1467 1.0863 11.190 2.1068 EM, IR
21 acetato de nopilo (31) 1426 1475 21.7783 9.0616 25.093
22 acetato de nopilo (32) 1426 1483 26.0512 20.108
23 ND 1503 5.1833
24 biciclogermacreno (21) 1500 1504 10.583 EM, IR
25 ND 1579 0.1560
26 ND 1584 0.6188
27 ND 1590 2.9494
28 oxido de cariofileno (22) 1583 1597 3.6902 2.767 EM, IR
29 ND 1701 6.0457
Total 100 100 100

80 % de similitud utilizado; IR: indice de retencién; EM: espectrometria de masas; ND: no determinado
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Por otra parte, un total de siete constituyentes (75.25 % de la composicion total del
aceite) fueron identificados del lote | de C. macrostemum; el éxido de cariofileno
(22) y el neo-mentol (20) solo estuvieron presentes en el lote I. Asi mismo, del lote
Il se lograron identificar ocho compuestos que representaron el 95.68 % del total del
aceite; el a-pineno (16) y el limoneno (17) soOlo se detectaron en este lote;
finalmente, en el aceite del lote Il se identificaron cinco productos que representan
el 100% de la esencia (Tabla 4). El biciclogermacreno (21) se encuentra solo en ese

lote.
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Figura 19. Cromatograma iénico total del aceite esencial de C. macrostemum analizado
en una columna capilar DB-5. A. Lote | B. Lote Il C. Lote Ill. Las condiciones se indican

en la seccién de Metodologia 3.6.
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Tabla 4. Compuestos volétiles identificados por CG-EM a partir del aceite esencial de C. macrostemum.

Area (%) Método de
No Compuesto IR tedrico IR experimental identificacion
Lote | Lote Il Lote IlI
1 a-pineno (16) 939 930 3.086 EM, IR
2 limoneno (17) 1029 1024 2.6921 EM, IR
3 linalool (9) 1096 1100 1.6566 3.5966 EM, IR
4 acetato de 1-octen-3-ilo (18) 1112 1110 1.7989 3.8285 2.874 EM, IR
5 acetato de 3-octanol (19) 1123 1122 0.8113 1.0192 EM, IR
6 mentona (12) 1152 1159 38.526 53.629 54.402 EM, IR
7 neo-mentol (20) 1165 1166 14.606 EM, IR
8 pulegona (15) 1237 1240 16.518 23.763 38.825 EM, IR
9 ND 1241 17.185
10 ND 1253 7.3951 2.6481
11 ND 1339 1.6696
12 cariofileno (11) 1419 1425 4.0679 2.718 EM, IR
13 ND 1436 0.1651
14 biciclogermacreno (21) 1500 1490 1.181 EM, IR
15 oxido de cariofileno (22) 1583 1590 1.338 EM, IR
Total 100 100 100

80 % de similitud utilizado; IR: indice de retencién; EM: espectrometria de masas; ND: no determinado
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La composicién encontrada para los lotes analizados de C. macrostemum es similar
a la de estudios previos. Asi el aceite esencial analizado en 2017 por Torres-
Martinez y colaboradores contiene principalmente limoneno (17), linalool (9),
mentona (12), pulegona (15), timol y B-cariofileno (11), mientras que el analizado
por Rojas-Olivos et al. en 2018 contiene cantidades considerables de linalool (9),
nerol (10), B-cariofileno (11), mentona (12), acetato de geraniol (13), terpineol (14)
y pulegona (15). Sin embargo, a pesar de la similitud del contenido de ambos aceites
esenciales, el componente mayoritario en esos estudios no fue la mentona. Esta

diferencia puede obedecer a causas ontogénicas, geogréficas y fenolbgicas.

Respecto a C. lythrifolia, no existen estudios en la literatura hasta la fecha que
reporten la composicion de su aceite esencial. Aunque, ciertas especies del género
como C. incisa, C. microcephala, C. fasciculata, C. spicata y C. incana, presentan
en sus esencias al mentofurano (25), eucaliptol (24) y B-cariofileno (11) como
componentes mayoritarios (Bordignon et al., 1996, 1997; Agostini et al., 2010).

4.2.2. Microextraccion en fase sélida de los compuestos volatiles

Con la finalidad de establecer el contenido de los componentes volatiles con mayor
detalle, se realizé un analisis de microextraccion en fase sélida (MEFS). La MEFS
consiste en la extraccion de los analitos de la matriz de la muestra mediante una
fibra de silice fundida que esta recubierta de un sorbente polimérico seguida de la
desorcion de los analitos mediante temperatura o un disolvente organico. Existen
basicamente dos modos de extraccion posibles en MEFS, introduciendo la fibra
directamente en la muestra (inmersién) o bien en el espacio de cabeza o headspace
(Figura 20). Si la MEFS se acopla a la CG, la desorcion se realiza térmicamente y
al aumentar la temperatura, la afinidad de los compuestos por la fibra disminuye, y
los analitos son introducidos en la columna analitica por el flujo del gas acarreador
(He). Generalmente, la naturaleza del analito a ensayar determina el tipo de fibra a
utilizar, empleandose recubrimientos polares como PA o carbowax (CW) para
compuestos de naturaleza quimica polar y recubrimientos como PDMS para

aquellos menos polares. Dado que, los analitos estudiados presentan una tendencia
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de mediana a baja polaridad se decidio utilizar la fibra de polaridad media con
recubrimiento de divinil benceno/ carboxen/ poli dimetil siloxano (DVB/ CAR/
PDMS). La cual de acuerdo a algunos estudios anteriores (Santana et al., 2017),

reportdé mejor eficiencia de extraccion para terpenos.
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Figura 20. Esquema del proceso de extraccion y desorcién por HS-MEFS-CG

Los resultados obtenidos a partir de estos analisis permitieron identificar en el caso
de C. macrostemum un total de cuatro constituyentes que representan el 94.04%
de la composicion total de volatiles, de los cuales mentona (12), neo-isomentol (38)
y pulegona (15) son los componentes mas abundantes, en tanto que el andlisis de
C. lythrifolia presenté 14 compuestos, que representan el 89.80% del total de
volatiles, siendo acetato de isopulegol (20), B-cariofileno (11) y acetato de bornilo
(23) los principales componentes (Tabla 5 y Figura 21).
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Figura 21. Cromatograma ionico total de los componentes volatiles presentes en las
partes aéreas de A. C. lythrifolia y B. C. macrostemum analizados en una columna capilar
DB-5 por la técnica de MEFS. Las condiciones se indican en la seccion de Metodologia
3.6.
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Tabla 5. Componentes volétiles de las partes aéreas de los lotes Il de C. lythrifoliay C. macrostemum obtenidos por MEFS

. IR experimental Area (%) Método de

No Compuesto IR tedrico CL CM CL CM identificacion
1 a-tujeno (33) 930 922 1.3344 EM, IR
2 a-pineno (16) 939 928 1.8472 EM, IR
3 canfeno (34) 943 943 1.539 EM, IR
4 2,4-tujadieno (35) 945 949 0.5684 EM, IR
5 ND 1109 1.1323

6 0-cimeno (23) 1023 1019 9.066 EM, IR
7 ND 1121 1.0809

8 eucaliptol (24) 1031 1027 5.5887 EM, IR
9 mentona (12) 1152 1153 45.012 EM, IR
10 trans-p-mentona (36) 1154 1154 11.304 EM, IR
11 mentofurano (25) 1164 1162 4.5412 EM, IR
12 cis-p-mentona (37) 1163 1163 1163 4.5412 14.198 EM, IR
13 neo-isomentol (38) 1186 1164 18.601 EM, IR
14 pulegona (15) 1237 1237 1237 2.7185 16.235 EM, IR
15 ND 1252 3.7408

16 acetato de isopulegol (28) 1277 1283 18.4465 EM, IR
17 acetato de bornilo (27) 1285 1287 14.759 EM, IR

80 % de similitud utilizado; IR: indice de retencion; EM: espectrometria de masas; CL: Cunila lythrifolia; CM: Clinopodium macrostemum; ND:

no determinado;
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Tabla 5. Componentes voléatiles de las partes aéreas de los lotes Il de C. lythrifoliay C. macrostemum obtenidos por MEFS (continuacién).

No Compuesto IR tedrico IR experimental Area (%) | Mét.o'do o’e
CL CM CL CM identificacion

18 O-elemeno (29) 1338 1339 1.3548 EM, IR
19 ND 1406 2.8181

20 cariofileno (11) 1419 1426 12.191 EM, IR
21 ND 1450 4.0664

22 ND 1471 1.6729

23 ND 1501 1.6427

Total 100 100

80 % de similitud utilizado; IR: indice de retencion; EM: espectrometria de masas; CL: Cunila lythrifolia; CM: Clinopodium macrostemum; ND:

no determinado;
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Cabe mencionar que los resultados obtenidos del analisis por CG de las esencias y
los de MEFS no son comparables, debido a que los principios fisicoquimicos que
fundamentan ambas técnicas analiticas son muy distintos. En este caso, los
resultados cualitativos obtenidos en cada caso estan en armonia, de tal manera que
la MEFS puede ser utilizada como una técnica complementaria, rapida y eficiente

para la deteccién de compuestos volatiles en ambos poleos.

4.2.3. Compuestos volatiles detectados en las decocciones.

Algunos terpenoides presentes en las esencias pueden modular varios de los
mecanismos que contribuyen al alivio o control total del dolor. Debido a la gran
cantidad de terpenoides presentes en las esencias de los poleos, es posible que
estos compuestos sean los responsables del efecto antinociceptivo que presentaron
sus extractos acuosos. Por lo tanto, se decidid analizar la composicién de los
compuestos volatiles presentes en las cocciones de ambos poleos. Estos se
obtuvieron por hidrodestilacion de la decoccion. Asi, el analisis por CG-EM indico
gue el extracto acuoso de C. macrostemum contiene mentona (12), neo-mentol (20),
pulegona (15) y piperitona (40), los cuales representan el 97.78 % de la composicion
de volétiles de la decoccion, mientras que la de C. lythrifolia contiene eucaliptol (24),
isopulegol (39), pulegona (15) y acetato de nopilo (31) que representan el 44.15%
de los compuestos volatiles totales del extracto acuoso (Figura 22 y Tabla 6).

En estudios previos se comprobd que la pulegona (15) produce un efecto
antinociceptivo cuando se evalla mediante la prueba de acido acético (de Sousa et
al, 2007). La accion nociceptiva de la decoccion podria estar entonces relacionada
con la presencia de este producto en la misma. De igual forma el aceite esencial de
Mentha mozaffarianii que contiene piperitona (40) como componente mayoritario
ejercido un efecto antinociceptivo importante en los ensayos de acido acético y
formalina; en éste ultimo caso el efecto fue mejor durante la primera fase (Sam-
Daliri et al., 2016). También se demostr6 que el isopulegol (39) administrado
oralmente en ratones, tuvo un efecto significativo cuando se evalud en distintos

modelos de nocicepcion quimica (formalina, capsaicina y glutamato) (Andrade et al.
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2018). Finalmente, se comprobd el potencial analgésico de la mentona (12) en
combinacion con diferentes monoterpenoides, entre ellos, el eucaliptol (24) como

coadyuvantes en el tratamiento de la neuralgia posherpética (Guimaraes, 2014).

Con base en las consideraciones anteriores es altamente factible que la accion
antinociceptiva de los poleos esté ligada a la presencia de monoterpenoides en sus
preparados. Sin embargo, se deben realizar estudios posteriores para comprobar la

naturaleza de todos los ingredientes activos de las decocciones.
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Figura 22. Cromatograma ionico total de los componentes volatiles presentes en las
decocciones de A. C. lythrifolia y B. C. macrostemum analizados en una columna capilar
DB-5. Las condiciones se indican en la seccion de Metodologia 3.6.
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Tabla 6. Componentes volétiles de la decoccion de los lotes Il de C. lythrifoliay C. macrostemum

IR experimental Area (%) Método de
No Compuesto IR tedrico dentificacin
CL CM CL CM
1 eucaliptol (24) 1031 1021 10.34 EM, IR
2 ND 1094 20.815
3 ND 1139 10.833
4 ND 1140 10.833
5 mentona (12) 1152 1147 24.966 EM, IR
6 isopulegol (39) 1149 1151 12.708 EM, IR
7 neo-mentol (20) 1165 1157 12.296 EM, IR
8 ND 1181 13.3642
9 pulegona (15) 1237 1229 1231 5.9078 51.923 EM, IR
10 ND 1261 2.2162
11 piperitona (40) 1252 1332 8.5988 EM, IR
12 acetato de nopilo (31) 1426 1461 15.199
Total 100 100

80 % de similitud utilizado; IR: indice de retencidn; EM: espectrometria de masas; CL: Cunila lythrifolia; CM:

Clinopodium macrostemum; ND: no determinado;
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5. CONCLUSIONES.

La inocuidad preclinica o inicial de los extractos acuosos de C. macrostemum
y C. lythrifolia se establecié de acuerdo a los criterios propuestos por Lorke.
Asi, la DLso fue mayor a 5 g/kg, por lo que, con base en su uso historico de
mas de 100 afos y estos resultados, se presume que el consumo de estas
especies sea seguro para el ser humano. Es recomendable realizar otros
estudios como toxicidad crénica y potencial mutagénico, entre otros para
determinar de forma integral su inocuidad.

Los resultados correspondientes a la eficacia del preparado tradicional
(decoccidn) corroboraron a nivel preclinico el potencial antinociceptivo de C.
lythrifolia y C. macrostemum. Las diferentes respuestas generadas en las dos
fases del ensayo de la formalina en ratones, sugieren que los dos poleos
analizados presentan diferentes mecanismos de accion.

Los perfiles cromatograficos de las fracciones organicas del extracto acuoso
de C. macrostemum y C. lythrifolia se obtuvieron por CLAE. Este resultado
evidencia de manera preliminar que la composicion quimica de ambos poleos
es muy diferente.

El andlisis de los aceites esenciales por CG-EM permiti6é establecer en todos
los casos un elevado porcentaje de mentona (12) y pulegona (15) en C.
macrostemum y un alto porcentaje de dos isomeros del acetato de nopilo (31
y 32), y cariofileno (11) en C. lythrifolia. Estas diferencias permitiran
diferenciar quimicamente ambas especies.

El analisis de los componentes volatiles obtenidos mediante la técnica de
micro extraccién en fase sélida (MEFS), permitio la identificacion de mentona
(12) en C. macrostemum como el componente volatil mas abundante; en
tanto que en C. lythrifolia se identificaron acetato de isopulegol (28), acetato
de isobornilo (27), y cariofileno (11) como sus principales componentes.

De los componentes volatiles presentes en la decoccion de C. macrostemum,

es posible que la pulegona (15) contribuya al efecto antinociceptivo.

52



Conclusiones

Todos estos resultados generados constituyen pruebas de identidad quimica,
eficacia y seguridad preclinicas de las drogas crudas de C. lythrifolia y C.
macrostemum que seran de utilidad para la integracion de sus monografias
tipo OMS y FHEUM. La generacién de estos documentos permitira establecer
el control de calidad riguroso de estas especies y diferenciarlas.
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6. PERSPECTIVAS

Con la finalidad de complementar la informacion generada en el presente trabajo de
investigacion sobre la actividad farmacologica y composicion quimica del preparado
tradicional de C. lythrifolia y C. macrostemum, se pretende realizar estudios
adicionales que permitan establecer de manera integral los parametros de calidad,
eficacia y seguridad de la planta. Para ello, sera necesario establecer los principios
activos y su mecanismo de accion. También se pretende desarrollar las pruebas de

valoracion del contenido de los principios activos y/o marcadores.
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