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“EVALUACION FARMACOLOGICA DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO DE A.
diversifolia Saff. EN ROEDORES”

RESUMEN

Del conjunto de plantas que estdn siendo mas utilizadas a nivel mundial,
sobresalen aquellas cuyas propiedades curativas se aplican a enfermedades
neuroldgicas. De las enfermedades del sistema nervioso central que méas se tratan con
plantas medicinales son: {a ansiedad, la depresién, los trastornos del suefio, la epilepsia
y el dolor. En lo que se refiere al dolor, de acuerdo con la “Internacional Association for
the Study of Pain” (IASP) éste se define como una experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada con daro tisular real o potencial. El control del dolor en el ser
humano tiene varios aspectos. El alivio del dolor se puede lograr mediante diferentes
estrategias. La mas comin y efectiva es la administracion de analgésicos (farmacos
para aliviar el dolor). Un analgésico es un compuesto que alivia el dolor sin causar
pérdida de conocimiento. Aparte del aspecto humanitario y ético, el alivio del dolor
permite disminuir la incidencia de complicaciones asociadas a él. De ahi la busqueda
exhaustiva de farmacos que puedan aliviar el dolor.

En nuestro pais existen varias especies utilizadas en medicina popular para el
tratamiento del dolor, entre ellas se puede citar a la llama (Annona diversifolia Saff.),
cuya infusién de hojas se utiliza como analgésico y anti-inflamatorio. Sin embargo,
hasta el momento no se han realizado estudios cientificos enfocados a demostrar los
efectos analgésicos de esta especie. Por lo anterior, en este proyecto se propone
comprobar los efectos antinociceptivos de extractos y fracciones activas de A.
diversifolia Saff. utilizando modelos experimentales de dolor en roedores para acreditar
mediante investigacion bdsica que las propiedades terapéuticas atribuidas a esta
especie son adecuadas.

En el presente estudio se describen los efectos de un extracto activo de A.
diversifolia Saff. sobre la nocicepcién inducida en dos modelos experimentales de dolor;
tales como: estiramiento abdominal en ratones (“writhing”) y el modelo de disfuncién

inducida por dolor en ratas (PIFIR por sus siglas en inglés). Lo anterior, con la finalidad



de acreditar mediante investigacion basica que las propiedades terapéuticas atribuidas
a esta especie son adecuadas. Para el estudio se utilizaron ratones hembras Taconic
(SW) (25-35g) y ratas macho Wistar (200-250 g). En el modelo de estiramiento
abdominal, la nocicepcién se indujo con la inyeccién de acido acético al 1% via i.p,
realizada 30 minutos después de la administracidén del extracto etanélico (3, 30, 100 y
300 mg/kg i.p., n=6), fracciones {100 y 300 mg/kg) o el farmaco de referencia tramadol
(3, 10, 17.8 y 30 mg/kg i.p., n=6). La actividad antinociceptiva se demostré por un
incremento en la latencia al primer estiramiento abdominal y por una disminucion en la
frecuencia de los estiramientos abdominales. En el modelo PIFIR la nocicepcién se
indujo por la inyeccién de 50 pl de 4cido Orico al 20% (suspendidos en aceite mineral)
en la articulacién fémur tibio-rotular de la extremidad posterior derecha de la rata.
Cuando el indice de funcionalidad (I.F) de dicha extremidad fue 0, el extracto etanélico
(30, 100, 300 y 600 mg/kg p.o.) o los farmacos de referencia 4cido acetilsalicilico (ASA)
(31.62, 56.23, 100, 177.82, 316.23, 562.32 mg/kg p.o.) o tramadol (3, 5.62, 10, 17.78 y
31.62 mg/kg i.p.) se administraron y se continud con el registro para observar si habia
recuperacion del I.F. La actividad antinociceptiva del extracto etandlico fue significativa
y dosis-dependiente a partir de la dosis de 30 mg/kg en el modelo “writhing” o de 100
mg/kg en el modelo PIFIR, en comparacion con una dosis de 10 mg/kg y 31.6 mg/kg
para el tramadol, respectivamente. Posteriormente, una percolacién del extracto
etandlico se realizd con hexano, acetona o metanol. Estas fracciones se evaluaron a
una dosis de 100 mg/kg para el modelo de “writhing” y de 300 mg/kg para ei modelo
PIFIR. De la fracciéon obtenida con acetona, que fue la que mostré6 mayor actividad
antinociceptiva, se realizé una columna cromatografica, De las sub-fracciones obtenidas
con similar perfil cromatografico se evaluaron®n dosis correspondientes al contenido o
rendimiento de cada sub-fraccion. Las sub-fracciones 26-31, 118-120, 121-122, 123-
136, 142-161 278-304 presentaron actividad antinociceptiva, sugiriendo que éstas
contribuyen en parte a la respuesta antinociceptiva de la fraccién de acetona. En el
modelo de estiramiento abdominal, las dosis efectivas cincuenta (DEsg) calculadas
fueron para el exiracto standlico 15.35 mg/kg i.p. en comparacién con tramadol 12.42
mg/kg i.p. Mientras que en el modelo PIFIR, las DEp; fueron calculadas en la

consideracién de que para el exiracto etandlico este fue el maximo de eficacia
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alcanzada con su administracién p.o., evitando con esto la presencia de efectos
adversos. Los valores calculados fueron de 684.71 mg/kg p.o, 230.81 mg/kg p.o. y 4.65
mg/kg, i.p. para el extracto etandlico, el ASA y el tramadol, respectivamenie. La
toxicidad aguda para el extracto hexénico y etandlico, asi como del tramadol se
determin6 mediante el método de Lorke obteniendo valores de DLsg = 141.4 mg/kg para
el extracto hexanico (menos activo), 928.3 mg/kg para el extracto etandlico (mas activo)
y 118.3 mg/kg para el tramadol administrados via i.p. en ratones.

Los resultados obtenidos en los modelos de estiramiento abdominal y PIFIR
demuestran que el extracto etandlico de A. diversifolia Saff. posee actividad
antinociceptiva por lo que refuerza su uso en la medicina tradicional para el tratamiento

del dolor, especificamente de tipo visceral y para la artritis gotosa con menos eficacia.
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1. ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES.

1.1 DOLOR

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

En nuestro pais, las principales causas de morbimortalidad se encuentran
asociadas a la presencia del dolor [1]. Las personas con dolor crénico no maligno
tienen una afectacién multidimensional de la calidad de vida, que supera a otras
enfermedades médicas cronicas [2]. El dolor crénico afecta a la salud fisica y
psicolégica del que lo padece, con repercusiones sobre las actividades diarias,
autonomia, el empleo y el bienestar econémico [3, 4]. Un estudio Mexicano sefiala
que el 26% de la poblacién sufre de alguna forma de dolor crénico [5]. La
prevalencia del dolor crénico en Estados Unidos es del 35% (105 millones de
habitantes), siendo principalmente problemas de origen osteoarticular, lumbalgias,
migrafas y cancer. Una encuesta europea reciente senala que el dolor cronico de
intensidad moderada-severa afecta al 19% de la poblacién adulta en Europa y que
deteriora seriamente la calidad de vida, desemperio social y laboral de los
afectados [6]. Un 29.6% de la poblacién espariola no hospitalizada padece algun
tipo de dolor, siendo el 17.6% dolor crénico [7]. La prevalencia del dolor crénico de
causa no oncoldgica esta entre el 2 y el 40% de la poblacion adulta [8]. Diferentes
estudios reportan cifras de prevalencia que van desde 25 hasta 88% en sujetos
mayores de 65 afnos, lo cual es aproximadamente el doble que en pacientes mas
jévenes [7, 9, 10].

El dolor es una sensacidon de gran importancia para la supervivencia,
provocada por estimulos potencialmente dafinos para el organismo, que despierta
reacciones reflejas que tienen por finalidad protegerlo [11]. Ya que previenen las
lesiones, posibles o reales de los tejidos [12]. Aparece siempre que ha sido
lesionado cualquier tejido y hace que el individuo reaccione eliminando o
alejandose del estimulo doloroso [13]. Esta sensacién se origina cuando son
estimuladas las terminaciones nerviosas que se encuentran en las distintas partes

del cuerpo [12].



1. ANTECEDENTES

1.1.2 DEFINICION

El dolor se define como la percepcibn de una sensacién aversiva,
displacentera, originada por estimulos intensos potencialmente capaces de
lesionar el organismo y que actuan sobre receptores especificos [11].

Los impulsos dolorosos se trasmiten al sistema nervioso central (SNC)
mediante dos sistemas diferentes. Un sistema nociceptor esta formado por
pequenas fibras mielinizadas Ad. El otro consiste en fibras C no mielinizadas.
Estas ultimas se encuentran en la division lateral de las raices dorsales y se les

suele denominar como fibras C de las raices dorsales [14].

1.1.3 CLASIFICACION

1.1.3.1 DOLOR RAPIDO Y LENTO.

Un estimulo doloroso causa una sensacion precisa, aguda y localizada
seguida de una sensacién sorda, intensa, difusa y desagradable. Estas dos
sensaciones se conocen como dolor rapido y lento. El dolor rapido se debe a la
actividad de las fibras Ad [14], esta clase de dolor es la que se percibe al clavar
una aguja en la piel, o al producirse bruscamente una quemadura y no es
percibido por la mayoria de los tejidos profundos del organismo [13]. Mientras que
el dolor lento suele acompanarse de destruccién de los tejidos, se debe a la
actividad en las fibras C para el dolor [14] y puede observarse en la piel y en casi
cualquier 6rgano o tejido profundo [13].

El transmisor sinaptico secretado por las fibras aferentes primarias que
conducen el dolor ligero y rapido es el glutamato (GLU), y el que transmite el dolor
intenso y lento es la sustancia P (SP) [13,14].

1.1.3.2 DOLOR PROFUNDO.

El dolor profundo es poco localizado, ocasiona nauseas y suele acompanarse
de transpiracidon y cambios en la presion arterial [14].
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1.1.3.3 DOLOR MUSCULAR.

Si un musculo se contrae en forma ritmica en presencia de un aporte
sanguineo adecuado, casi nunca se produce dolor. Empero, si se ocluye el aporte
sanguineo al musculo, la contraccion pronto produce dolor. El dolor persiste
después de la contraccion hasta que se reestablece el flujo sanguineo [14].

1.1.3.4 DOLOR VISCERAL.

El dolor visceral se irradia o se refiere a otras areas. Es dificil su localizacion,
se acompafa de nauseas y sintomas auténomos [14]. El dolor procedente de las
distintas visceras abdominales o toracicas es uno de los pocos criterios que se
pueden utilizar para diagnosticar la inflamacién, enfermedades u otras dolencias
viscerales.

La viscera no posee receptores sensoriales para ninguna otra clase de
sensaciones mas que para el dolor [13]. Cualquier estimulo que excite las
terminaciones nerviosas del dolor en areas difusas de la viscera produce dolor
visceral. Estos estimulos son la isquemia del tejido visceral, las lesiones de
naturaleza quimica de la superficie de la viscera, el espasmo de la musculatura
lisa de una viscera hueca y la distensién de los ligamentos [13].

Todos los dolores viscerales verdaderos que se originan en la cavidad
toracica y abdominal se transmiten fundamentalmente a través de las fibras
nerviosas que conducen el dolor y que discurren con los nervios del sistema
nervioso auténomo (SNA), sobre todo con los nervios simpaticos. Estas fibras
nerviosas son fibras pequenas de tipo C vy, por tanto, pueden transmitir solamente
el dolor de tipo crénico-sordo (lento) de sufrimiento [13].

1.1.3.5 DOLOR REFERIDO.

El dolor referido puede definirse como el que se percibe en una zona del
cuerpo diferente del lugar de origen. Tanto el dolor visceral como el dolor profundo
dan lugar al llamado dolor referido ya que se caracterizan por ser difusos (mal
localizados) [13].
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1.1.3.6 DOLOR INFLAMATORIO.

Después de cualquier lesion mayor que un dafo menor, se produce dolor
inflamatorio, el cual persiste hasta que la lesion sana. La aplicacién de un estimulo
que solo debiera ocasionar un dolor menor en el area lesionada produce una
respuesta exagerada (hiperalgesia) y los estimulos que serian inocuos en
condiciones normales, como el tacto, producen dolor (alodinia). La inflamacion de
cualquier tipo induce la liberacién de muchas citocinas y de distintos factores de
crecimiento en el area inflamada. Muchas de estas sustancias facilitan la
percepcidn y transmision en las areas cutaneas y en el asta dorsal. Esto es lo que

causa hiperalgesia y alodinia [14].

1.1.3.7 DOLOR NOCICEPTIVO.

El Dolor Nociceptivo, también llamado dolor normal, aparece en todos los

individuos y se produce por un dafio somatico o visceral [15].

1.1.3.8 DOLOR SOMATICO.

El Dolor Somatico afecta a piel, musculo, ligamentos, articulaciones o
huesos. Se caracteriza por ser un dolor bien localizado y circunscrito a la zona

danada. No suele ir acompafnado de reacciones vegetativas [15].

1.1.3.9 DOLOR NEUROPATICO.

El Dolor Neuropatico, llamado anormal o patoldgico, aparece en una minoria
de individuos y es el resultado de una lesion o enfermedad del sistema nervioso
periférico (SNP) o SNC. El sistema nociceptivo se comporta de forma anormal,
existiendo una falta total de relacién causal entre lesion tisular y dolor. Una de sus
caracteristicas mas tipicas, patognomoénica, es la aparicion de alodinia: aparicién

de dolor frente a estimulos que habitualmente no son dolorosos [15].
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1.1.3.10 HIPERALGESIA.

El aumento en la sensibilizacién de los receptores es responsable de la
hiperalgesia [13]. Esta hiperalgesia se caracteriza por un aumento de la
percepcién y de la sensibilidad al dolor.

La causa de la hiperalgesia primaria es la sensibilizacion de los receptores
nociceptivos en el sitio de la lesién a consecuencia de las sustancias quimicas
liberadas por el tejido danado.

La hiperalgesia secundaria se observa en la zona que rodea a la lesion,
donde los estimulos inocuos mecanicos, pero no térmicos, producen dolor
(alodinia). La causa de este dolor puede ser local o central.

A nivel local, se deberia a la activacion en el sitio de la lesion de
terminaciones nociceptivas que producen descargas antidrémicas que viajan por
las ramificaciones del aferente primario a las zonas no lesionadas, donde liberan
sustancia P, que sensibiliza a mecanonociceptores de la region y produce
hiperalgesia.

A nivel central se sensibilizan neuronas del asta posterior de la médula
espinal. En esta sensibilizacion estan involucrados los mecanorreceptores y no los

nociceptores [11].

1.2 FISIOLOGIA SENSORIAL

La fisiologia sensorial estudia los mecanismos que nos permiten detectar los
estimulos fisicos, modo de operacién de las vias sensoriales que transmiten la
informacion a la corteza cerebral y su procesamiento [16].

La capacidad para sentir estimulos es vital para la supervivencia. Si no se
percibe el dolor, se hacen frecuentes los accidentes. En general, si no podemos
sentir el ambiente y hacer los ajustes homeostaticos necesarios, no
sobreviviriamos en ese medio [17]. El ser humano conecta con el medio externo a
través de los sentidos. Las sensaciones que podemos percibir las denominamos
sensaciones sensoriales: vista, olfato, gusto, tacto y oido; hay otras sensaciones a
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las que denominamos sensaciones sensibles que constituyen la sensibilidad
somatoestatica [18].

La recepcidén sensorial se inicia en las células receptoras. Son células muy
especializadas en la percepcién de estimulos. Las sensaciones son fenédmenos
subjetivos, generados por el Sistema Nervioso (SN) mediante mecanismos fisicos
0 quimicos que no son inherentes a la fuerza del estimulo en si mismo [19].

Los receptores sensoriales son estructuras en las cuales existen células
capaces de responder con una gran sensibilidad a sefiales especificas del
entorno, y de transferir la informacion recibida a terminales nerviosas aferentes al
SNC que corresponden a axones de neuronas sensitivas. El proceso que hace
que el receptor sensorial responda de un modo util al estimulo se denomina

transduccion sensorial (Fig. 1) [19].

La transmision del dolor

Traduccion
El estimulo doloroso
activa los nociceptores

Percepcion
El cerebro recibe la informacién,

Estimulo 2 ) la procesa y genera una respuesta

doloroso

Nociceptores

Ganglio espinal
dorsal

Transmision

La informacién Via aferente : 1
se transmite (n eurona o
por los nervios sensitiva) W\

_ Nervio espinal

espinales hacia

el sistema nervioso b’ i/

central /

Via eferente
Reaccion (neurona motora)
El animal responde ante

Musculos el dolor alejando el miembro
y articulaciones  del estimulo doloroso

Fig. 1 Vias de transmision del dolor. [174].
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1.2.1  SENSIBILIDAD.

La sensibilidad general puede clasificarse de diversas formas, esta se divide
en:

Sensibilidad superficial (o0 esteroceptiva) hace referencia a estimulos
aplicados a la superficie del cuerpo (piel y mucosas) [18].

La sensibilidad profunda (o propioceptiva) esta relacionada con la recepcion
de senales procedentes de receptores situados en estructuras mas profundas
(musculos, ligamentos y articulaciones) [18]

La sensibilidad visceral (o enteroceptiva) comprende la identificacion de
informacion procedente de los 6rganos internos [18]. Tabla 1

Tabla 1. Clasificacion de la sensibilidad general.

SENSIBILIDAD SUPERFICIAL O ESTEROCEPTIVA (PIEL Y MUCOSAS)

Tactil
Térmica (frio, calor)

Dolorosa

LA SENSIBILIDAD PROFUNDA O PROPIOCEPTIVA CONSCIENTE E INCONSCIENTE
(MUSCULOS, ARTICULACIONES, TENDONES, LIGAMENTOS)

Batistesia (posicion)
Cinestesia (movimiento)
Barestesia (presion)

Palestesia (vibracién)

LA SENSIBILIDAD VISCERAL O ENTEROCEPTIVA

Por vasos, cerosas, visceras...

Generalmente, la sensibilidad superficial y la profunda son tratadas juntas
bajo el nombre de sensibilidad somética [20].
En lo que se refiere a sensibilidad dolorosa, los receptores para el dolor se

denominan nociceptores ya que el término fisiolégico para decir dolor, es
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nocicepcion. La nocicepcién es el concepto fisiolégico referido a la transduccién
(conversion de una energia determinada en un receptor especifico convirtiéndola

en un potencial generador) y conduccién de la sensacion dolorosa [20].

1.3 NOCICEPCION.

Al fenédmeno de deteccion, transduccién y transmision de un estimulo nocivo
se denomina nocicepcion. Los estimulos térmicos, mecanicos o quimicos capaces
de producir dafno tisular, son captados por receptores especificos llamados
nociceptores, que los transmiten en forma de impulsos nerviosos a la médula por
medio de fibras nerviosas aferentes. Desde la médula ascienden vias que
conducen la informacidén a centros supraespinales y desde éstos hasta la corteza
cerebral, donde la sensacion dolorosa se hace consciente [21,22].

1.3.1  TRANSMISION DEL ESTIMULO NOCICEPTIVO.

El estimulo originado en los nociceptores es transmitido a la médula por
medio de nervios periféricos. Estos nervios estdn formados por fibras nerviosas,
que a su vez estan compuestas por los axones de diferentes tipos de neuronas:
aferentes sensitivas primarias, motoneuronas y neuronas simpaticas
postganglionares. Las aferentes sensitivas son neuronas bipolares, que tienen su
cuerpo celular en los ganglios raquideos, desde donde parte la prolongacién
central, que alcanza las astas posteriores de la médula a través de las raices
dorsales.

En las diferentes fibras nerviosas que componen los nervios periféricos se
pueden distinguir tres grupos: A, B y C en funcién de su diametro, grado de
mielinizacion y velocidad de conduccién. Las de tipo A son fibras gruesas,
mielinicas, de conduccion rapida, que transportan sensaciones somaticas. Dentro
de éstas, las del tipo Ad, son fibras mielinicas de pequefo diametro que conducen

a una velocidad de 12-30 m/s, y transportan las sensaciones de temperatura y
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dolor recogidas por los mecanoreceptores de alto umbral y los receptores
térmicos. La estimulacién de las fibras Ad, produce el dolor inicial, de caracter
agudo, punzante, localizado y de inicio rapido. Las fibras de tipo C son
amielinicas, de conduccion lenta (0.2-2 m/s) y llevan sensibilidad al dolor y
temperatura procedente de los nociceptores polimodales. Las fibras C median el
denominado dolor lento, de caracter insidioso, difuso, mal localizado y que se
prolonga mas alla de la duracién del estimulo. Las fibras Ad y C estan presentes

en la piel y en estructuras viscerales y somaticas profundas [23].

1.3.2 NOCICEPTORES

Todos los receptores del dolor son terminaciones nerviosas libres
(nociceptores), su caracteristica fundamental es que responden a estimulos que
por su intensidad son capaces de lesionar los tejidos, pero no responden a
estimulos de mediana o baja intensidad [11].

Se han encontrado nociceptores en las capas superficiales de la piel, en
estructuras profundas como el periostio y superficies articulares, y en visceras
como el corazén o la vesicula biliar.

Existen tres tipos de nociceptores: mecanorreceptores de alto umbral,
nociceptores térmicos y nociceptores polimodales. Los dos primeros, localizados
en piel y mucosas, responden a un solo tipo de estimulo: mecanico intenso o
térmico, respectivamente. Ambos transmiten la informacion a la médula por
axones finamente mielinizados, que forman las fibras AS. Los nociceptores
polimodales responden a la presion, temperatura, estimulos quimicos, etc; se
encuentran en piel, tegumentos y paredes viscerales y transmiten los impulsos a
través de fibras C amielinicas [22].

Cuando el dolor se prolonga y se dana el tejido, se facilitan y reorganizan las
vias centrales nociceptivas [14]. Los receptores del dolor (nociceptores) pueden
ser excitados por medios mecanicos o quimicos [13]. Las sustancias que producen

la sensaciéon dolorosa, como la histamina o las cininas, estimulan directamente las
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terminaciones nerviosas, mientras que las prostaglandinas (Pgs) reducen el

umbral del dolor al aumentar la sensibilidad de los receptores al estimulo [12].

1.3.2.1 NOCICEPTORES CUTANEOS.

Se les divide en dos tipos:
Mecanonociceptores. Son terminaciones libres de fibras mielinicas finas tipo
Ad. Responden a estimulos mecanicos muy intensos. No responden a estimulos

térmicos o quimicos salvo que hayan sido sensibilizados previamente.

Nociceptores polimodales. Son activados por varias clases de estimulos
dolorosos: mecanicos, térmicos y quimicos. Son terminaciones libres de fibras

amielinicas finas tipo C [11].

1.3.2.2 NOCICEPTORES VISCERALES, MUSCULARES Y ARTICULARES.

Los receptores viscerales son también terminaciones libres (fibras Ad) que se
ubican en las paredes de las visceras huecas, en las fascias, alrededor de los
vasos sanguineos y en la duramadre. También hay receptores polimodales (fibras
C) en algunas visceras como el corazén [11]. Tabla 2

En las articulaciones hay mecanonociceptores que se distribuyen en el
periostio de los huesos, en la capsula articular y de los tendones, ligamentos y
fascias. En los musculos se encuentran terminaciones libres de fibras tipo Il

(equivalentes a las Ad) y IV (equivalentes a fibras C) [11]. Tabla 2

10
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Tabla 2. Clasificacion de los Receptores Sensoriales.

ENERGIA TIPO LOCALIZACION SENSACION
-PIEL, TEJIDOS .
) -TACTO, PRESION,
SUBCUTANEOS
COSQUILLEO
- ARTICULACIONES, .
, - SENTIDO, POSICION Y
FUERZA MUSCULOS, MOVIMIENTO-ELONGACION
) MECANORECEPTOR i
MECANICA - VESTIBULARES, .
. - AUDICION
COCLEA
) - DISTENSION
- VISCERAS
PRESION SANGUINEA
- VASOS
LUZ FOTORECEPTOR RETINA VISION
CALOR TERMORECEPTOR PIEL CALOR Y FRIO
MUCOSA OLFATORIA,
SUSTANCIAS OLFATO, GUSTO, PO2,
) QUIMIORECEPTOR PAPILAS GUSTATIVAS,
EN SOLUCION PCO2, PH
ARTERIAS
FUERZAS PIEL, VISCERAS,
NOCICEPTOR , DOLOR
EXTREMAS MUSCULOS, ARTIC.

Los mecanismos de transduccién de los mecanonociceptores no se conocen,
pero se considera que pueden ser similares a los de los mecanoreceptores.
También se supone que la activacion de los nociceptores polimodales se
realizaria, en algunos casos, a través de segundos mensajeros [11]. Tabla 2

1.3.3 ACTIVACION DE LOS NOCICEPTORES.

La sensibilizacién de un nociceptor es el proceso por el cual la fibra aferente
aumenta la intensidad de la respuesta y disminuye el umbral de activacion. Esta
sensibilizacién ocurre cuando sustancias quimicas tales como iones K,
bradicinina (BK), histamina, serotonina (5-HT), los acidos, la acetilcolina (ACh), la

PgE, leucotrienos u otras son liberadas y formadas cerca de un nociceptor por

11
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lesion o inflamacion del tejido [13]. Las sustancias liberadas en el sitio de lesién,

como 5-HT por las plaquetas, histamina por los mastocitos y leucotrienos, o

formadas localmente como PgE, contribuyen a la sensibilizacién de la terminal, ya

sea por activacion de segundos mensajeros o abriendo canales ibnicos como la 5-
HT (Fig. 2) [11].

Lesién
tisular
Transmisién via FILuj?Pge lones
tracto espinotalamico ( )
al cerebro Ganglio de la Bradicinina
Hasta raiz dorsal
dorsal

Prostaglandinas

Leucotrienos

Medula ' :
espinal Sustancia P %ﬁ:ﬂ
Al cerebro " l:l_lst%a
-
Mastocitos ﬁ Nociceptor

Sustancia P, Aspartato, sensibilizado

Meurotensina, Glutamato

Fig. 2 Activacién de nociceptores. [15].

Las Pgs trabajan junto con la BK para potenciar el dolor y la formacién del

edema. La siguiente ilustracion muestra como los mediadores inflamatorios (Pgs,

histamina y BK) perpetuan la extension del dolor por estimular las terminaciones

nerviosas libres de los nociceptores para liberar Sustancia P a nivel periférico.

Esta sustancia es un neuropéptido que es sintetizado por varios tipos de neuronas

incluyendo a los nociceptores. Estimula la degranulacién de los mastocitos,

12
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aumentando la cantidad de histamina presente. Esta a su vez estimula a los
nociceptores amplificando la sefal inflamatoria dolorosa y perpetua la extensién
de la inflamacion y dolor por estimular nuevos nociceptores para una mayor
liberacion de SP (Fig. 3) [24].

Dario celular

“deisiancia P Mastocite
ﬁ".;iﬂ 4 :'ﬁ ':-*.;l
> T et M
""rf-? - :\.‘ - rl.:||!_ Bradicinina
' Nociceptor -Ilin-" =

Fig. 3 Amplificacion del dolor mediante la accién de la sustancia P. [175].

lones (H*, K*). Se han descubierto una familia de canales i6nicos que se
activan al aumentar la acidez del entorno (disminucién del pH) 4,5. Se expresan
en neuronas sensoriales de pequefo diametro, convirtiéndoles en candidatos
mediadores de la hiperalgesia en los tejidos inflamados [25]. Activan los
nociceptores (no se sabe si al aumentar la permeabilidad de la membrana o
actuando sobre los receptores especificos) y aumentan los efectos de otros
mediadores.

Adenosin-Trifosfato (ATP). Despolariza las neuronas sensoriales y su
liberacion en el tejido dafnado. Puede aumentar la activacién de los nociceptores
[26].

13
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Quininas (BK). Con efectos proinflamatorios como: liberacion de
prostanoides, citocinas y radicales libres desde gran variedad de células;
estimulacién de las neuronas simpaticas postganglionares; degranulacion de los
mastocitos con liberacion de histamina que estimula otros mediadores.

Prostanoides. biosintetizados a partir de acidos grasos esenciales no
saturados, como el acido araquiddnico, precursor de leucotrienos y tromboxano.
Tienen un papel muy importante en la sensibilizacién de los receptores a otras
sustancias. Aumenta la conductancia de la membrana al Na* y a través de la
liberacion de sustancia P sensibiliza las neuronas reduce su umbral de activacién
y aumenta su respuesta a otros estimulos.

ROS (especies oxigeno reactivas). No activan los nociceptores, aunque si
aumentan los efectos de otros mediadores (BK, PgE2).

5-HT. Procede de la agregacion plaquetaria y degranulacion de los
mastocitos. Activa las neuronas sensoriales al aumentar la permeabilidad al Na* a
través de la activacion de los receptores 5-HT y disminuye la permeabilidad al K*,
ademas sensibiliza los nociceptores disminuyendo su umbral de activacion al calor
y presion.

Histamina. Produce vasodilatacién, extravasacidon plasmatica y edema, con la
consiguiente liberacibn de otros mediadores (BK, 5-HT). Proviene de la
degranulacién de los mastocitos activada por la sustancia P, IL y el factor de
crecimiento nervioso (NGF por sus siglas en inglés), plaquetas y baséfilos.

Sustancias neurogénicas. Las neurocininas, sustancia P y neurocinina-A
(NKA) contribuyen a la inflamacién neurogénica e hiperalgesia en la periferia y a
los cambios en la excitabilidad del asta dorsal de la médula asociadas con la
transmisidn de las sefiales de dolor [27].

Las citocinas (interleucinas-IL, interferon y FNT-factor de necrosis tumoral)
también estan relacionadas con la hiperalgesia indirectamente a través de varios
mecanismos: liberacion de prostanoides, expresion de NGF o receptores como BK
[28].

El NGF tiene un papel clave no sélo en el desarrollo de las neuronas

sensitivas y autondémicas, sino también en el proceso de nocicepcion. Este factor,

14
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el cual es regulado al alza por el proceso inflamatorio, es producido en la periferia
por los fibroblastos y las células de Schwann y actia aumentando la excitabilidad
de los nociceptores contribuyendo a la hiperalgesia [27].

La investigacion basica y clinica ha avanzado mucho en los ultimos afios en
su intento de conocer a fondo los mecanismos intimos de la nocicepcion. Esto ha

sido posible gracias a los modelos animales de dolor [29].

1.4 MODELOS ANIMALES DE DOLOR.

En la actualidad, no podemos conocer las sensaciones de un animal, sélo
podremos estudiar las reacciones de éstos ante estimulos nocivos de muy diversa
naturaleza. Es por ello que Zimmerman [30] adaptd la definicion de dolor de la
IASP para que pudiera ser aplicada a los animales. Asi, el dolor en animales seria:
“una experiencia sensorial aversiva causada por una lesion real o potencial que
produce reacciones motoras y vegetativas progresivas, desencadena un
comportamiento aprendido de evitacidbn y puede modificar comportamientos
especificos de la especie, incluyendo los sociales.”

A partir de esta definicién se pueden entender los modelos animales de dolor
como un medio imprescindible para el estudio del dolor. En este sentido, un
modelo de dolor es el procedimiento por el cual se valora la reacciéon de un animal
ante un estimulo nocivo de naturaleza variada o situacidén patolégica inducida que

puede ser utilizado en circunstancias fisiolégicas o patolégicas [29]. Tabla 3.

Tabla 3. Modelos experimentales de dolor.

Modelos de dolor con estimulos de corta duracidn (dolor fasico o agudo)

Prueba de retirada de la pata “Paw withdrawal
test” [31, 32].

Prueba de la placa caliente “Hot plate test”[33].

Pruebas basadas en

un estimulo térmico )
Prueba de la placa fria “Cold plate test” [34].

15
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Pruebas basadas en

un estimulo mecanico

Métodos de presion constante [35].

Métodos de presion creciente [36].

Prueba de presién de la pata ‘paw pressure
test”o de la cola “tail pressure test”en la rata.

Pruebas basadas en

un estimulo eléctrico

Pruebas que utilizan descargas eléctricas
largas
» Cola [37].
» Pata[38, 39].
Pruebas que utilizan choque eléctricos o
descargas eléctricas cortas
> Cola[40, 41, 42, 43].
» Pulpa dental [44, 45].
> En extremidades
descerebrados [46, 47, 48].

en animales

Modelos de dolor con estimulos de larga duracién (dolor ténico o crénico)

Estimulacién a 6rganos

huecos

Colon
» Formalina en coldn de rata [49].
» Gilicerol en colén de rata [50].

Utero

Inyeccion
intraperitoneal de
sustancias irritantes o
“Writhing test”

Acido acético [32]. Acido etacrinico [51].
Adrenalina [52]. Benzoquinona [51].

p-Benzoquinona [51]. Cloruro de potasio [53].

Inyeccion intradermal

Capsaicina [54]. EDTA [55].
Formalina [56, 57, 58, 59, 60].
Salina hipertdnica [61].

induccion de artritis
generalizada

de
Mycobacterium butiricum en la base de la cola
de la rata [29, 62].

poliartritis ~ inducida  por  inyeccién

Continuacién de la tabla 3. Modelos experimentales de dolor.
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1.4.1 PRUEBA DE ESTIRAMIENTO ABDOMINAL (“WRITHING TEST”)

El dolor visceral se caracteriza por reflejarse en la pared corporal [63]. La
prueba de contraccion o contorsion abdominal es sencilla, requiriendo unicamente
la inyeccion intraperitoneal de sustancias irritantes. Este procedimiento provoca
una conducta caracteristica de estiramiento abdominal (estiramiento del torso
acompafado de hiperextensidbn de las extremidades inferiores y arqueado
céncavo de la espalda). La prueba puede considerarse exclusivamente visceral
cuando se utilizan sustancias que producen fuertes contracciones de la
musculatura lisa visceral (como acetilcolina o suero fisioldgico hipertdnico). Pero,
en estos casos, la respuesta dura muy poco (< 3 min) y, por tanto, tiene una
relevancia clinica limitada. Cuando se utilizan irritantes para producir inflamacion y
obtener asi una respuesta mas larga, la prueba se convierte en un modelo visceral
y somatico mixto, porque el peritoneo, que es una estructura parcialmente
somatica, se ve también afectado [63, 64].

La prueba consiste en inducir nocicepcién en el raton por la administracion de
acido aceético via i.p. en un volumen de 10 mg/kg. El nimero de estiramientos
abdominales se contabiliza en un tiempo maximo (20 o 30 minutos) y los datos se
analizan cuantitativamente, evaluando la presencia o ausencia de estiramiento, o
gradualmente, por conteo del numero de estiramientos que ocurren en un intervalo

fijo de tiempo.

1.4.2 MODELO DE DISFUNCION INDUCIDA POR DOLOR EN RATA (PIFIR)

En el modelo experimental de disfuncién inducida por dolor en rata (PIFIR
por sus siglas en inglés) [65], se produce una disfuncion de tipo artritis gotosa por
la inyeccion intra-articular (i.art) de acido urico en la pata posterior derecha de la
rata. El analisis histopatol6gico muestra que el acido urico induce una respuesta
aguda de inflamacién comparable a la que se observa con una inyeccién i.art. de
cristales de urato de sodio [66]. Después de la administracién del acido urico se

genera una disfuncién motora en la extremidad inyectada, ya que las ratas evitan
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utilizarla cuando son forzadas a caminar. La disfuncidn que se genera en el
modelo es gradual con un maximo del 100% en 2.5 horas aproximadamente. Se
ha discutido que la disfuncion inducida en este modelo es producida por un
proceso inflamatorio, ya que es reversible por agentes anti-inflamatorios; sin
embargo se ha observado que farmacos, sin actividad anti-inflamatoria, como la
morfina y el paracetamol, muestran wuna alta eficiencia y potencia;
controversialmente, agentes anti-inflamatorios puros como la hidrocortisona,
muestran un efecto mucho mas lento que la indometacina, la cual tiene
propiedades tanto antiinflamatorias como analgésicas. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Okuda y col en 1984, en donde sugieren que la
disfuncién de la pata se debe a la nocicepcidén causada por la inflamacién aguda.
En este modelo la extremidad no inyectada sirve como control de la extremidad
inyectada en la misma rata y se ha comprobado que se pueden inducir diferentes
niveles de nocicepcion variando las concentraciones de &cido urico [65]. Ademas,
permite que el tratamiento analgésico se dé cuando el dolor ya se encuentra
instalado, a diferencia de los modelos reflejos en donde generalmente el
tratamiento analgésico se tiene que dar antes del estimulo nocivo. El
procedimiento puede ser considerado como un modelo de nocicepcion tdnico el
cual puede simular un dolor clinico. Este modelo semeja el dafio e inflamacién
producido por la gota, una enfermedad artritica.

La artritis afecta mas comunmente las areas que cubren o rodean las
articulaciones. Entre las sefales de advertencia de la artritis se encuentran el
dolor, la rigidez, la hinchazdn ocasional y la dificultad para mover una articulacion.
El dolor puede ser constante o intermitente, puede tener lugar en una articulacion
particular o en el cuerpo entero.

Hay mas de 100 tipos diferentes de artritis, muchos sintomas y distintos
tratamientos. Los tipos mas comunes de artritis son: la artritis sea, la reumatica,

la gota, fibromialgia, osteoporosis, lupus, bursitis y tendinitis.
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1.4.2.1 LA GOTA.

La gota es un desorden metabdlico caracterizado por altos niveles de acido
arico en la sangre (hiperuricemia). Esta hiperuricemia induce el depoésito de
cristales de urato de sodio en algunos tejidos, especialmente en el rifidén y en las
articulaciones. La hiperuricemia no siempre produce gota, pero la gota siempre es
precedida por hiperuricemia [67]. El acido urico es el principal metabolito de las
purinas de las nucleoproteinas, de los nucleétidos y de las purinas sintetizadas de
novo por el organismo humano y en algunas especies animales [66].

La causa de la hiperuricemia es una sobreproduccion de &cido urico relativo a la
capacidad de los pacientes para excretarlo. Los ataques agudos son tratados con
colchicina, que provoca un decremento en el movimiento de granulocitos dentro

del area afectada, y por AINEs, que reducen el dolor y la inflamacion [68].

Hiperuricemia

Precipitacion de cristales de urato
en las articulaciones

— - % T~
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~——
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Fig. 4 Patogenia de la artritis gotosa aguda. [176].
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La deposicion de cristales de urato de sodio inicia un proceso inflamatorio que
involucra la infiltracidon de granulocitos que fagocitan a los cristales de acido urico
(Fig. 8). De hecho, existe un incremento en la produccion de lactato en los tejidos
sinoviales, produciendo un decremento local del pH que fomenta mas la
deposicidén de cristales de acido urico [68]. La deposicidn de cristales en el fluido
sinovial promueve la liberacion de citocinas (entre otros mediadores pro-
inflamatorios). Con la contribucién de factores humorales, también activados por
los cristales, la IL-1 y FNT-o activan notablemente las células endoteliales
permitiendo la extravasacién de leucocitos y la IL-8 promueve la atraccién y
activacion masiva de leucocitos polimorfos nucleares (neutréfilos) en el sitio de
inflamacién [69] (Fig. 8).

Es necesario que este tipo de investigaciones se realicen bajo las orientaciones de

unas guias éticas para la experimentacién con animal consciente.

1.4.3 CONSIDERACIONES ETICAS EN EL ESTUDIO DEL DOLOR EN ANIMALES.

Las investigaciones en dolor son necesarias si se quieren conocer nuevos
aspectos clinicamente relevantes de los mecanismos de la nocicepcion o de
nuevos tratamientos farmacolégicos. Estas deben realizarse siguiendo las lineas
que marca el Comité para la Investigacién y la Etica de la IASP [70], la NOM-062-
Z00-1999 y el Comité de la propia institucion donde se realiza (Comité de
Investigacion y Bioética del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente

Muniz).

Los elementos a considerar son:

1. Justificacion. Los experimentos con animales en dolor son solo justificables
cuando resulta evidente qué puede resultar de la informacién recogida un
beneficio concreto para la salud. Ademas, el investigador debe estar convencido

de que la justificacidn en que basa la realizacion de sus experimentos es ética.
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2. Procedimientos. Detallar anestesia, monitorizacidn, técnica quirurgica, analgesia
postoperatoria, razones para emplear drogas inusuales, métodos de observacién
conductual y método de sacrificio.

3. Duracion e intensidad del estimulo doloroso. Deben ser los minimos, al utilizar
los modelos de dolor hay que asegurarse de que los animales son expuestos al
minimo dolor necesario para alcanzar los objetivos del experimento y que la
duracién del experimento sea lo mas corta posible, se debe de tener una
adecuada planificacién experimental.

4. Numero de animales. También debe ser el minimo necesario para demostrar o
rechazar la hipotesis de trabajo utilizando métodos estadisticos que dependeran
de la precision del resultado (variabilidad bioldgica) y el numero de grupos a
analizar (Por ejemplo: t de Student para dos grupos y andlisis de varianza para
mas de 2 grupos, cuando se trata de analisis paramétrico).

5. Tipo de experimentacion. Al realizar experimentos en animales conscientes
habra que utilizar los estimulos nocivos menos agresivos e incluso el investigador
debe probarlos sobre si mismo si es posible, y las desviaciones del
comportamiento normal de los animales deben ser evaluadas y comunicadas en

los manuscritos [29, 71].

1.4.4 CRITERIOS PARA LA VALIDACION DE LOS MODELOS ANIMALES DE DOLOR.

Los modelos animales de dolor deben tratar de reproducir situaciones clinicas
o fisiopatoldgicas que permitan el estudio de alternativas terapéuticas aplicables a
la clinica humana. Las caracteristicas que deberian cumplir estos modelos son:
1. El modelo ha de tener utilidad clinica. EI modelo debe reproducir situaciones de
dolor que se presentan en la practica clinica o, en todo caso, reproducir aspectos
concretos de algun tipo de dolor clinico-.

Solo de esta forma los resultados obtenidos de la experimentacién animal
pueden eventualmente transportarse a la clinica humana.
2. El modelo debe ser cuantificable. Aunque el dolor es una experiencia subjetiva y
puede discutirse si los animales de hasta determinado grado de evolucién son
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capaces de sentir dolor. Habitualmente, los modelos animales de dolor agudo
inducen cambios motores reflejos o conductuales muy elementales (reflejos de
retirada, vocalizacién, cambios vasomotores), mientras que los modelos de dolor
cronico producen cambios de conducta mas elaborados (autoagresion en forma de
rascado, mordisqueo o autotomia; alteraciones en el patron de ganancia ponderal,
de sueno, actividad sexual o aprendizaje).

3. El modelo debe ser facilmente reproducible. Esta es una condicién que asegura
la fiabilidad de los resultados permitiendo la comparacién de los diversos
tratamientos o de las experiencias de diferentes grupos o laboratorios.

4. El modelo debe tener coherencia interna. Con esto queremos indicar que debe
haber una concordancia entre los aspectos conductuales, neuroquimicos,
neurofisiolégicos y anatomopatolégicos. Este requisito implica un trabajo previo al
de la proposicion del modelo para su eventual experimentacion en el campo del
dolor, que consiste en el estudio del propio modelo experimental.

5. El modelo debe estar validado. Para ello se pueden usar una serie de
procedimientos, como puede ser la utilizacion de tratamientos de reconocida
eficacia en la clinica o buscando en el animal respuestas o cambios conductuales
semejantes a los que clinicamente presentan los pacientes con ese tipo de dolor
que se intenta reproducir.

6. E/ modelo debe cumplir determinados requerimientos de tipo éticos, (antes
mencionados). Con la finalidad de aminorar el sufrimiento del sujeto experimental
durante la induccién de nocicepcién en un modelo, es factible el uso de

anestésicos siempre y cuando el modelo lo requiera y permita [72].

Los modelos de induccién de un proceso nociceptivo involucran la aplicacion
de diferentes métodos los cuales han sido usados para caracterizar los sistemas
que median el proceso patolégico, pero ademas para la busqueda de terapias

analgésicas eficaces y el conocimiento de sus mecanismos de accioén [73, 74, 75].
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1.5 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL DOLOR.

El dolor es un estado complejo que implica mecanismos tanto centrales como
periféricos. Si bien la Farmacologia dispone de numerosos grupos de farmacos
con propiedades analgésicas y que pueden ser administrados eventualmente
como terapéutica coadyuvante o en determinados dolores especificos (Fig. 5), la
base del tratamiento farmacolégico del dolor, la constituyen principalmente dos
grupos de farmacos:

1) Farmacos opioides, llamados también opiaceos mayores como la morfina
0 menores como el tramadol.

2) Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) Estos farmacos son, en
grado variable, segun los distintos compuestos, analgésicos, antiinflamatorios y
antipiréticos. Se denominan también analgésicos menores [76, 77].

Cabe senfalar que existen ademas farmacos adyuvantes, considerados asi
porque son aquellos que en asociacién con analgésicos potencian su actividad
terapéutica. Por ejemplo: corticoides, antidepresivos y anticonvulsivantes que se

mencionan mas adelante.

s LIBRE DE DOLOR

OPFICIDES POTENTES =
+AINES
CON O SN ADYUDAMTES

4 FERSIZTE EL DOLOR O
/ SE INCREMENTA

OPIOIDES DEBILES 2

+AINES
CON O 21N ADYIUVANTES

/ FEREZISTE EL DOLOR O 8E
INCREMENTA

RINES 1
COM O SN ADYUVANTES

DOLOR

Fig. 5 Tratamiento farmacologico del dolor. [177].
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1.5.1 ANALGESICOS OPIOIDES.

Los analgésicos opioides se encuentran entre las herramientas terapéuticas
de mayor relevancia en el tratamiento del dolor [78], son la clase mas importante
de analgésicos en el manejo del dolor moderado a severo debido a su efectividad,
dosificacion facil y relacion riesgo/beneficio favorable. Constituyen un grupo de
farmacos que se caracterizan por poseer afinidad selectiva por los receptores
opioides y causan analgesia de elevada intensidad [79, 80]. La analgesia inducida
por farmacos opioides y opiaceos es debida a su accién sobre diversas
estructuras del SNC, tanto a nivel espinal, como supraespinal. En las vias y
centros del dolor existen receptores opioides de tres tipos p (mu), o (delta) y x
(kappa), cuyo estimulo por sustancias agonistas da lugar a efectos analgésicos
[76, 81].

Estos receptores son moléculas endbégenas que pertenecen al grupo de
receptores celulares de membrana, constituidos por una cadena proteica con siete
segmentos transmembrana, asociados a proteinas G. Se encuentran distribuidos a
todo lo largo y ancho del sistema nervioso, tanto el central como el periférico y el
entérico [79, 82]. Los receptores opioides reciben las sefiales de sus ligandos
naturales, las encefalinas, endorfinas y otros neuropéptidos opioides.

En general, las consecuencias neuronales inmediatas de la activacion de
estos receptores consisten en una reduccién de la actividad neuronal: pierde
excitabilidad y pierde capacidad para liberar sus neurotransmisores especificos.
Convencionalmente se decidié que todo producto que alivie el dolor previa fijacién
a dicho receptor, sea denominado analgésico opioide. El término opiaceo queda
restringido a los farmacos naturales o sintéticos que derivan del Papaver
somniferum.

Los farmacos opiaceos pueden ser de origen natural, derivados del fenatreno
(morfina, codeina, tebaina), obtenidos estrictamente del opio, jugo extraido de la
adormidera Papaver somniferum; de origen semisintético, (heroina, dioxina,
hidromorfona); obtenidos por introduccién de distintos radicales quimicos en los
compuestos naturales, y de origen sintético, es decir farmacos obtenidos por

sintesis quimica, con analogia estructural o no con los opidceos naturales, pero
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que recuerdan sus acciones farmacoldgicas, con potencia y eficacia variables

(meperidina, metadona, fentanilo, etc.) [76, 79, 81].

1.5.1.1 POTENCIA ANALGESICA DE ALGUNOS FARMACOS TIPO OPIOIDE

Los agonistas puros g que tienen un techo analgésico mas bajo son
frecuentemente llamados opioides menores y se utilizan en dolores leves o
moderados, solos 0 en asociacién con analgésicos no opioides. En contraposicién,
los denominados mayores sirven para dolores de fuerte intensidad. Algunos mas

modernos como el tramadol se encuentran en posicién intermedia [83, 84].

Tramadol. (Fig. 6) Es un analgésico de accién central que ha sido usado en
clinica practica. Es un opioide menor sintético del grupo del aminociclohexanol que
se une débilmente, pero con eficacia a receptores p. El tramadol inhibe la
recaptura de NA y 5-HT. Su accidén analgésica es solo parcialmente invertida por
el bloqueo con naloxona de los receptores u opioides. Esto indica que el efecto del
tramadol no es gobernado principalmente a través de receptores p opiodes, sino
que depende de la combinacion de sus 2 mecanismos de accidn [85], por lo que
puede producir analgesia por un mecanismo no-opioide [86], que consiste en un
incremento de la concentracion extraneuronal de NA y 5-HT. Este mecanismo dual
podria ser atribuido a dos isémeros situados en la mezcla racémica, lo cual
incrementa la concentracion de estos dos neurotransmisores con diferentes
afinidades en &reas seleccionadas cerebrales [67, 87].

Provoca menos depresidn respiratoria y menos estrefiimiento que los demas
opioides debido a que el efecto analgésico se debe a la accién simultanea vy
complementaria de sus dos enantidmeros, mientras que éstos presentan acciones

respiratorias y digestivas que se contraponen entre si [86].
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HOW_

CHjy

Fig. 6 Estructura quimica del tramadol.

Codeina. (Fig. 7) Derivado metilico de la morfina, en la cual se convierte
parcialmente dentro del organismo, es probablemente el opiaceo mas utilizado
dentro de este grupo.

A la accion analgésica moderada se unen su accion antitusigena y su
capacidad para producir estrefiimiento. Con frecuencia la codeina se prescribe en
medicamentos que asocian un AAP/AINE como férmula analgésica, junto con
otros farmacos (anticolinérgico, antihistaminico, vasoconstrictor de mucosas) en
formulas antigripales y anticatarrales [88, 89].

0
HsC/

Fig. 7 Estructura quimica de la codeina.

Morfina. (Fig. 8) Es un opioide mayor utilizado en el dolor moderado o
intenso. La morfina tiene afinidad fundamentalmente por el receptor p. en distintos
niveles del SNC, tanto en el sistema aferente que transmite la informacién

nociceptiva, como sobre el sistema eferente que la controla [88].
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Fig. 8 Estructura quimica de la morfina.

Pentazocina, butorfanol y nalbufina. (Fig. 9) Son unos ejemplos de
opioides de accidén mixta. Su uso queda restringido para dolores moderados y de
caracter agudo, o bien cuando los agonistas puros son mal tolerados por exceso
de sedacién o porque inducen prurito, estrefiimiento excesivo o espasmos biliares

[89, 90].
CH

3
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/\/‘CHs
7~ N\/Q
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Fig. 9 Estructura quimica de la pentazocina, butorfanol y nabulfina.

OH

1.5.2  ANALGESICOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEQOS (AINEs).

Los AINEs son los medicamentos mas extensamente prescritos en la
medicina clinica, son sustancias heterogéneas de estructura quimica variada no
esteroidea [91]. Este grupo de medicamento se indica en el tratamiento del dolor
agudo y cronico, se caracterizan por compartir en diversos grados propiedades

analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas [92, 93]. Tabla 4.
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Tabla 4. Principales AINEs
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Derivados endlicos  Meloxicam, Piroxicam

31T o8
HsC"<\\
BN %

HyC
P
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Grupo naftilalcanonas:

H
Nabumetona OO CHs
ch_o

Derivados pirazolénicos: Fenilbutazona. @\ o
N
,A CHy

- , , o)
Grupo sulfoanilida: Nimesulida N
AN

Antiinflamatorios inhibidores de la COX-2 (Coxibs): Celecoxib, Rofecoxib.

Continuacion tabla 4. Principales AINEs.

o/ \\

1.5.3 FARMACOS ADYUVANTES.

Como previamente se menciona este tipo de farmacos potencian los efectos
de los farmacos analgésicos en general y son utiles en el tratamiento sintomatico

de ciertos sindromes dolorosos.
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Anticonvulsivantes.  Representados  por algunas  benzodiacepinas
(clonazepam, carbamacepina, vasiproato sédico y la difenilhidantoina), estén
indicados en dolores lancinantes de origen neuropatico [92].

Antidepresivos. Los antidepresivos triciclicos han mostrado su eficacia en el
tratamiento de dolores de origen oncolégico, donde la depresion se asocia en un
porcentaje importante de pacientes [93].

Neurolépticos. Las fenotiacinas y el haloperidol asociados a los opiaceos,
ademas de neutralizar los efectos eméticos producidos por éstos, potencian sus
efectos sedantes y, asociados a los antidepresivos, contribuyen al alivio del dolor
neuropatico [94].

Ansioliticos. Las benzodiacepinas pueden ser eficaces en el tratamiento del
dolor agudo por espasmo muscular, y como coadyuvantes en los cuadros
dolorosos con gran componente de ansiedad y en tratamientos de corta duracion.
Su uso crénico puede generar dependencia fisica y psiquica [95].

Corticoesteroides. Por sus efectos antiinflamatorios son eficaces en el dolor
asociado a metéstasis déseas, cefaleas por aumento de la presion intracraneal,
compresidn nerviosa, hepatomegalias; por sus efectos euforizantes son utiles en
enfermos cancerosos en fase terminal [92].

Otros farmacos ocasionalmente Udtiles en analgesia son los
psicoestimulantes, bloqueantes de receptores adrenérgicos, anticolinérgicos,
calcitonina (en dolor 6seo metastésico), etc.

Otras alternativas terapéuticas para el tratamiento del dolor son las plantas.
Al respecto, cada poblacion en el mundo posee un conocimiento heredado por sus
antepasados en relacion al uso de plantas con propiedades terapéuticas, las
cuales tienen una importante aceptacién en la poblacién como una alternativa para
resolver problemas de salud como el dolor.

Es asi que el conjunto de conocimientos relativos a las propiedades curativas
de las plantas, denominado como herbolaria, aun constituye el recurso mas

conocido y accesible para grandes nucleos de la poblacién (OMS).
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1.6 HERBOLARIA.

La herbolaria es una rama de la medicina tradicional que utiliza plantas o partes de
ellas, ya sea en su forma natural o preparada de diversa manera con la intencién
de curar o aliviar diferentes sintomas o enfermedades. Las plantas medicinales
contienen compuestos bioquimicos que al entrar en contacto con el organismo
humano son capaces de actuar en él produciendo un efecto terapéutico o pueden
ser utilizados como materia prima para la produccion de medicamentos. Se puede
utilizar la planta en su totalidad, partes aéreas, flores o inflorescencias, hojas,
tallos, frutos, semillas, etc [96].

La sintesis de medicamentos a partir de los principios activos de las plantas
medicinales ha provocado un fuerte impulso en su estudio por parte de los
grandes laboratorios farmacéuticos. Sin embargo, con el transcurso del tiempo y la
experiencia adquirida se ha observado que en ciertos casos es mayor el numero
de complicaciones y efectos adversos de los medicamentos de sintesis, por ello
ha comenzado a resurgir la utilizacién de medicamentos naturales [97].

El registro escrito mas antiguo sobre plantas medicinales es el llamado “Cdodice
Badiano” es el “Libellus’ que fue escrito en Nahuatl en 1552 por Martin de la Cruz,
de Tlatelolco, y traducido al latin por Juan Badiano. Esta obra contiene 185
ilustraciones en color de plantas medicinales y menciona el uso de 270 especies
vegetales. Otra obra importante fue hecha por Maximino Martinez denominada
“Las Plantas Medicinales de México’, publicada en 1934. Esta constituye un
catalogo de la clasificacion botanica, descripcién, habitat y usos comunes de 300
plantas medicinales. Existen ademas algunas recopilaciones bibliograficas sobre
la herbolaria medicinal de México, la publicada por el Dr. Xavier Lozoya en 1984
en su ensayo “Bibliografia basica sobre la herbolaria medicinal de México”. El
“Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana”, publicada en 1991,
consta de 3 volumenes y representa la contribucidn mas importante del Instituto
Nacional Indigenista (INI). Esta obra proporciona monografias cientificas de las
plantas medicinales de mayor uso en la medicina tradicional mexicana [98]. En

2001 se escribe la primera Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
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Mexicanos, la cual describe las técnicas y métodos de andlisis para la seleccién y
preparacién adecuada de los remedios herbolarios.

Por otro lado, de acuerdo a los datos difundidos por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), las plantas medicinales siguen siendo la principal fuente de
medicacion para el cuidado general de la salud de la mayoria de la poblacién
mundial (el 80%). Este fendbmeno se refleja también en la medicina moderna
actual, en la que se utilizan cerca de 121 entidades quimicas de origen natural,
derivadas todas de 95 plantas diferentes y de las cuales, aproximadamente el 60%
son de origen tradicional latinoamericano. Se estima que el recientemente
integrado mercado mundial de fitofarmacos (basado en extractos de plantas
medicinales de origen tradicional) asciende ya a unos 50 mil millones de dblares
anuales, e incluye tanto a los paises en vias de desarrollo como a las naciones
mas industrializadas. Todos estos parametros justifican la aparicion de un
fendmeno mundial que ha sido interpretado como el “regreso” de la investigacion
cientifica al campo de las plantas medicinales.

El uso de la medicina tradicional es frecuente en paises en vias de desarrollo y
éste se incrementa rapidamente hacia paises ya desarrollados, por esto en
muchas partes del mundo los mercados politicos y profesionales de la salud han
cuestionado acerca de la seguridad, eficacia y calidad de este tipo de alternativa
médica. La OMS en el 2002 publico una estrategia de mejora en la regulacion de
la medicina tradicional en donde pretende definir y desarrollar estrategias para
garantizar la seguridad, eficacia y calidad en el uso de este tipo de medicina
alternativa [99]. La OMS cuenta también con monografias y control de calidad de
algunas plantas medicinales. (Quality control methods for medicinal plant materials
y WHO monographs on selected medicinal plants). Esto ha hecho que la medicina
tradicional usada en paises en vias de desarrollo tenga un papel importante en
difundir el uso de la medicina tradicional [100].

En México donde la busqueda de nuevos principios activos, se encuentra aun en
pleno desarrollo, cientos de plantas de reconocido uso popular ameritan ser
investigadas. La bibliografia en relacion al uso tradicional de estas plantas es
extensa y plantea una serie de investigaciones. Viesca [101] plantea que el
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estudio de la herbolaria puede hacerse desde dos perspectivas diferentes: una de
ellas es por medio de la investigacién farmacologica, y la otra es tratando de
reintegrar las plantas medicinales al entorno cultural.

Actualmente se han registrado en México alrededor de 4000 especies con
atributos medicinales (15% de la flora total), entre ellas se puede citar a la ilama
(A. diversifolia).

1.6.1 LA ILAMA “Annona diversifolia Saff.”

La identificacién de la ilama o A. diversifolia fue realizada en México por
Francisco Hernandez hacia finales del siglo XVI; junto con otra serie de annonas
[102], sin embargo, fue hasta 1911 cuando el taxonomo W. E. Safford la describid
botanicamente. Safford la lamo entonces Annona diversifolia Saff., y dejo con esto
informacién concerniente a su habitat, cultivo y a las caracteristicas de su fruto y
estructura en general [103]. Estos datos fueron publicados en la revista de la
Academia de Ciencias de Washington el 4 de Marzo de 1912 [104].

Se estima que hay 2 200 especies de Anonaceas en el mundo. La ilama (A.
diversifolia) pertenece a ésta familia [105], es nativa de América Central y del
Oeste y Suroeste de México. Se encuentra en forma silvestre en las laderas de las
montanas, especialmente en el pie de monte de las Cordilleras Costeras de
México, Guatemala y El Salvador. Es conocida también como: “ilama zapote” o
“zapote de vieja”, mientras que del Istmo de Tehuantepec a Centroamérica se le
conoce como “papauce” o “annona blanca” [102, 106, 107, 108]. Se ha introducido
recientemente a Florida y California (E.U.), Colombia, Filipinas y otros paises de
Centroamérica y el Caribe. Se adapta a diversas regiones tropicales vy
subtropicales del mundo. Existe una diversidad de tipos acorde a diferentes
condiciones de clima y suelo [109].

La A diversifolia o ilama (Fig. 10) es una planta que pertenece a la familia de las
Anonaceas, siendo conocida también como “papauce” en el estado de México. Es
un arbol pequerio con altura de 7.5 m [102] hasta 15 m [106], es delgado y su
tronco mide de 25 cm [104] hasta 45 cm de grosor [106], su corteza es grisacea
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oscura y aromatica, surcada longitudinalmente. Posee frutos de pulpa rosada y
blanca. Es la especie que produce el fruto mas fino y exquisito por su sabor.

Fig. 10 Arbol y fruto de la A. diversifolia.

Las hojas son ampliamente elipticas a oblongas, redondeadas en el &pice,
delgadas vy lisas por arriba y glaucas por debajo, mientras que sus flores son
solitarias de color marrén o amarillo-verdoso tenidas de color rojo y de 2.5 cm de
longitud [108]. El fruto es ovoide-globoso con protuberancias cortas, sus superficie
es aspera (rugosa) y el color varia de verde pdlido a rosa magenta. El fruto, de
unos 12 cm de largo, la pulpa es aromatica, blanca o rosada, es comestible, posee
un sabor dulce ligeramente acido y puede contener hasta 60 semillas grandes de
color ocre por fruto [108]. Los frutos son muy resistentes, o tal vez completamente
inmunes a los ataques del insecto perforador de las semillas [110].

Los frutales de la familia Annonaceae son catalogados dentro de las frutas
mas deliciosas de América; son de gran aceptacion en el mercado y ricas en
vitaminas y minerales [111]. Las especies de Annona comunmente cultivadas por
sus frutos comestibles son: guanabana (A. muricata L), Saramuyo (A. esquamosa
L) y annona colorada (A. reticulata L) en tierras bajas tropicales y Chirimoya (A.
cherimola Mill) a altitudes superiores en los tropicos y subtrépicos. Dentro de estas
especies de mayor importancia en el género estan la guanabana y la chirimoya
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por las divisas que aportan tanto a los productos como al pais. Sin embargo la
annona es considerada como uno de los frutos de mayor calidad dentro del género
por su agradable sabor y su atractivo color de pulpa [112].

Botanicamente la ilama se clasifica de la siguiente manera [113, 114, 115]:

Reino: Vegetal Subreino: Embrophyta
Division:  Espermatophyta Subdivision:  Angiospermae
Clase: Dicotiledoneae Orden: Ranales
Suborden: Magnolineaes Familia: Annonaceae
Geénero: Annona Especie: diversifolia Saff

El nombre de la familia Annonaceae es derivado del latin y significa “la
cosecha anual” [116]. Las caracteristicas fisicas de la fruta madura de A.

diversifolia, son [117]:

Nombre vulgar | Peso Tamano Céscara Pulpa Semilla
(9) (cm) (%) (%) (%)
Papauce
570 11.1x10.2 13 75 12
blanco
Papauce
520 10.2x 9.9 14 73 13
rosado

En cuanto a las caracteristicas del comportamiento fenolégico y de los

componentes del fruto de la ilama en México [102, 108]:

Epoca de floracién: ~ Febrero-Abril

Epoca de cosecha: Septiembre-Octubre [118]

Didmetro del fruto: 13 cm

Numero de semillas: 68

Dias para la germinacion de las semillas:  40-45

Edad para transplante de semillero

a vivero después de la germinacion:  50-60 dias
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La A. diversifolia es usada en la medicina tradicional de México y paises en
colindancia, Guatemala y Belice, para curar diversos padecimientos, tales como:
antidiarreico (el fruto verde), anticatarral (las hojas tiernas), para tratar luxaciones
(la corteza asada) y como antiepiléptico, analgésico y antiinflamatorio (las hojas)
[119]. A diferencia de otras especies como A. muricata y A. cherimolia, hasta
1997 no existian reportes cientificos que demostraran las propiedades
farmacolégicas de esta especie (Fig. 11). A partir de 1997 se iniciaron las
investigaciones sobre los efectos anticonvulsivos de A. diversifolia [120, 121, 122].
Sin embargo, hasta el momento no se habian realizado estudios que corroboren
sus propiedades como analgésico y/o anti-inflamatorio.

“Guanabana’ “Chirimoya”
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Fig.11 Proporcidn de reportes cientificos de las Annonas publicados de 1960 a 1996.

Los reportes cientificos de las annonas (Fig. 11) son esencialmente referentes a
sus propiedades como agentes pesticidas, antiparasitarios y antibacterianos [119,
123-126]. Otras propiedades de las annonas es como citotdxicas, esto debido a la
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gran cantidad de acetogeninas presentes en dichas plantas [127, 128]. De la A.
diversifolia hasta el momento no se ha realizado estudios fitoquimicos. Sin
embargo, existe la posibilidad de que componentes encontrados en otras especies
del mismo género se han compartidos en esta especie.

La A. squamosa es una de las mas exploradas en cuanto a fotoquimica, de la cual
se mencionan componentes como: acetogeninas, alcaloides, flavonoides, aceites
esenciales, saponinas, taninos, entre otros, [129-132]. Pero pocos estudios

describen sus propiedades farmacoldgicas [133].

De las hojas de A. squamosa se reportan la presencia de: aminoacidos (B-
fenilalanina, arginina, metionina, prolina); carbohidratos (2-carboxiarabinitol,
xilosa); alcanol (1-octacosanol, 1-triacontano, 1-traconsanol); aceite esencial 7,0-
0,28 % (monoterpenos: a-terpineol 0,09 %; timol) y flavonoides (quercetina) [129-
131, 134-138]. También se ha reportado la presencia de alcaloides y
leucoantocianinas; asi como de acido cianhidrico, quinonas [123], saponinas y
taninos en toda la planta [133]. Varios estudios informan la presencia de
acetogeninas en las hojas de A. muricata con propiedades citotoxicas [139], al
igual que la presencia de alcaloides y diterpenos del tipo kaurano [140].

1.6.1.1 PRINCIPALES COMPONENTES BIOACTIVOS PRESENTES EN LAS ANNONACEAS

Las caracteristicas de los componentes mas comunes reportados para la familia
Annonaceae se mencionan a continuacion (en la Fig. 12 se muestran las
estructuras representativas de los principales metabolitos encontrados en las
annonas):

Las acetogeninas son una serie de C-35/C-37 productos naturales de policétidos
derivados de acidos grasos. Su estructura es caracterizada por una larga cadena
de alquilos que porta una y-lactona en el metilo terminal insaturado (algunas veces
cambia a un propano fy-lactona), uno o dos anillos de tetrahidrofurano,

sustituyentes oxigenados hidroxilo, cetona y en algunos casos un doble enlace y/o
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un grupo epoxi. Hasta ahora, estas acetogeninas solo han sido aisladas de las
Annonaceas [141].

A estos compuestos se les han atribuido propiedades como fungicidas,
bactericidas, antihelminticos, antivirales e insecticidas. . Ademas de sus efectos
como antiparasitarios y antitumorales, las acetogeninas son importantes por la
baja tasa de resistencia que podrian generar los insectos frente a ellas [142]. Su
accion esta basada en su capacidad para inhibir con cierta especificidad el
complejo T de la respiracion mitocondrial [142]. Otros componentes de gran
importancia farmacoldgica son los alcaloides, flavonoides, taninos, terpenoides y
saponinas, de los cuales ya han sido aislados e identificados algunos en diferentes
especies de annonas. Ver apéndice Ay B.

Los alcaloides son metabolitos secundarios nitrogenados, generalmente de
caracter basico y fisiolégicamente activos. La mayoria de estos compuestos son
biosintetizados a partir de aminoacidos. En las plantas, los alcaloides pueden
existir en estado libre, o bajo la forma de sales. La mayoria de los alcaloides son
cristalizables, algunos son liquidos a temperatura ambiente y son volatiles por lo
que los hace destilables. Presentan notables propiedades fisioldégicas y
toxicoldgicas, que se ejercen fundamentalmente sobre el SNC, como depresores o
estimulantes. Por estas razones pueden ser usados como farmacos [98]. El uso
prolongado de alguno de estos de estos compuestos produce en el hombre
acostumbramiento, que constituyen verdaderas toxicomanias, con dependencia
fisica y psiquica y un aumento de la tolerancia [141].

Los flavonoides son pigmentos casi universales en los vegetales. Casi siempre
hidrosolubles, son responsables de la coloracidén de las flores, frutos y a veces de
las hojas, con la finalidad de proteger a los tejidos contra los efectos nocivos de
las radiaciones ultravioletas. Se ubican principalmente en las hojas y en el exterior
de las plantas. Estos compuestos poseen en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacién del
hierro y otros metales de transicién, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante. Por ello, desemperian un papel esencial en la proteccion frente a los

fendmenos de dafo oxidativo, lo que les confiere propiedades terapéuticas [143]
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como vasculoprotectores y venotonicos. También en pruebas in Vitro, se han
utilizado como antiinflamatorios, antialérgicos, hepatoprotectores,
antiespasmddicos, hipocolesterolemiantes, diuréticos, antibacterianos, antivirales,
etc [141].

Los taninos son polimeros polifendlicos producidos en las plantas como
compuestos secundarios, son hidrosolubles y presentan la propiedad de formar
complejos con proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos, esteroides, alcaloides y
saponinas [144]. Se disuelven en agua formando disoluciones coloidales, pero su
solubilidad varia segun el grado de polimerizacidén. En los vegetales superiores se
distinguen, generalmente, dos grupos diferentes de taninos tanto por su estructura
como por su origen biogenético: taninos hidrolizables y taninos condensados.
Poseen actividad terapéutica debido a la astringencia, efecto vasoconstrictor,
regeneracién de tejidos en caso de heridas superficiales o quemaduras,
antidiarreico, antiséptico, antibacteriano y antifungico, antioxidante, inhibidor
enzimatico, entre otros [141].

Los terpenos son productos obtenidos mediante la destilacién y evaporacién de
los aceites esenciales. Existe un gran numero de aplicaciones para este producto
como son: solventes industriales, saborizantes, diluyentes, componentes
aromaticos y como sintesis de otros valiosos compuestos quimicos [141].

Con el nombre de terpenos se conoce a un grupo importante de componentes
vegetales que tienen un origen biosintético comun. Todos, aunque con estructuras
quimicas muy distintas, proceden de la condensacion, en numero variable, de
unidades isoprénicas [98, 141].

Desde el punto de vista farmacéutico, los grupos de principios activos de
naturaleza terpénica mas interesantes son: monoterpenos y sesquiterpenos,
derivados de monoterpenos correspondientes a los iridoides, lactonas
sesquiterpénicas que forman parte de los principios amargos, algunos diterpenos
que poseen actividades farmacoldgicas de aplicacion a la terapéutica y por ultimo,
triterpenos y esteroides entre los que se encuentran las saponinas y los

heterdsidos cardiotdnicos [145, 146].
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Los aceites esenciales son mezclas complejas, normalmente liquidas, que
presentan una caracteristica: su volatilidad, por tanto son extraibles en corriente
de vapor de agua. En general son los responsables del olor de las plantas. Se
definen como: “productos obtenidos a partir de una materia prima vegetal, bien por
arrastre con vapor, bien por procedimientos mecanicos a partir del epicarpio de los
Citrus, o bien por destilacién seca”. Quimicamente estan formados principalmente
por terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos (hidrocarburos, alcoholes, cetonas,
etc. que pueden ser aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos...), en ocasiones
llevan también derivados del fenilpropano y, raramente cumarinas [147]. Poseen
ciertas  propiedades farmacoldgicas: poder antiséptico, propiedades
espasmoliticas, sedantes e irritantes [141].

Las saponinas poseen propiedades tensoactivas, pues al disolverse en agua y
por agitacién forman espuma persistente, tienen propiedades detergentes. Muchas
de ellas tienen ademas propiedades hemoliticas debido a que alteran la
permeabilidad de las membranas bioldgicas resultando téxicas para animales de
sangre fria. Por esta razén, algunas plantas que contienen estos principios activos,
han sido empleadas desde la antigliedad en el arte de la pesca. Sin embargo no
todos los sapondsidos cumplen estas caracteristicas [141, 148].

Estos compuestos tienen interés farmaceéutico a dos niveles. Por un lado, debido a
su actividad farmacolégica, pueden ser de aplicaciéon directa a la terapéutica, ya
que poseen actividad antibidtica, citotéxica, antitumoral, antiinflamatorias y
antiedematosas [141]. O bien pueden ser utilizados indirectamente como
precursores para la obtencion de farmacos por semisintesis quimica (como ocurre
en el caso de los sapondsidos esteroidicos de diversas especies del género
Dioscorea utilizados para la obtencién de anticonceptivos orales), o bien pueden
ser empleados como herramientas farmacotécnicas debido principalmente a sus

propiedades fisicas (tensoactividad) [148, 149].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Actualmente, a nivel mundial y segun informacién de la IASP, el dolor se
considera una epidemia invisible y un grave problema de salud publica, ya que un
importante porcentaje de la poblacién presenta algun tipo de dolor. Es asi que
existe una imperante necesidad en su tratamiento y/o alivio, el cual se puede
lograr mediante diferentes estrategias, la mas comun y efectiva es la
administracién de analgésicos.

De acuerdo a los datos difundidos por la OMS, las plantas medicinales
siguen siendo la principal fuente de medicacidén para el cuidado general de la
salud de la mayoria de la poblacion mundial (el 80%). Este fendmeno se refleja
también en la medicina moderna actual, en la que se utilizan cerca de 121
entidades quimicas de origen natural, derivadas todas de 95 plantas diferentes y
de las cuales, aproximadamente el 60% son de origen tradicional latinoamericano.
Se estima que el recientemente integrado mercado mundial de fitofarmacos
(basado en extractos de plantas medicinales de origen tradicional) asciende ya a
unos 50 mil millones de ddlares anuales, e incluye tanto a los paises en vias de
desarrollo como a las naciones mas industrializadas. Todos estos parametros
justifican la aparicion de un fendmeno mundial que ha sido interpretado como el
“regreso” de la investigacidn cientifica al campo de las plantas medicinales.

En nuestro pais existen varias especies utilizadas en medicina popular para
el tratamiento del dolor, entre ellas se puede citar a la ilama (A. diversifolia Saff.)
es una especie cuya infusion de hojas o la maceracion en etanol se utiliza en la
medicina tradicional como analgésico y anti-inflamatorio para tratar tipos de dolor
gastrico y artritico, principalmente se hace mencién para la artritis gotosa. En el
presente trabajo de tesis se propone comprobar que A. diversifolia Saff., posee
actividad analgésica, de manera que se compruebe que el uso que se le da en la
medicina tradicional es adecuado determinando las dosis a las cuales se presenta
dicha actividad en dos modelos experimentales: uno de dolor visceral y el otro de
dolor tipo gotoso, asi como determinar su efecto letal (DLsp) para que de esta
manera se establezca el margen de seguridad de sus efectos.
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3. HIPOTESIS.

Las hojas de A. diversifolia Saff. (ilama) se usan en la medicina tradicional para el
alivio del dolor, por tanto se espera que el extracto etandlico de las mismas

produzca efecto antinociceptivo dosis-dependiente en modelos experimentales de
dolor.
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4. OBJETIVOS

4, OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

= Evaluar el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de las hojas
de Annona diversifolia Saff. en dos diferentes modelos

experimentales de dolor en roedores.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

» Preparar extractos crudos hexanico y etandlico de las hojas de A.
diversifolia Saff.

> Evaluar el efecto antinociceptivo de los extractos crudos para
seleccionar el mas activo utilizando los modelos experimentales de

dolor de estiramiento abdominal y PIFIR.

> Realizar el fraccionamiento biodirigido del o los extracto(s) activo(s)

utilizando mezclas de disolventes.

> ldentificar y agrupar fracciones comunes mediante cromatografia en
capa fina.

» Determinar la dosis efectiva 50 (DEsp) del extracto activo de A.

diversifolia Saff.

> Determinar la dosis letal 50 (DLsp) del extracto etandlico de A.

diversifolia Saff. y de tramadol.
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5. METODOLOGIA

METODOLOGIA

MATERIAL.

EQUIPO.

o Evaporador rotatorio (Blchi RE 111)

o Balanza analitica (Sartorius BL 2105)

. Balanza para el pesado de animales (Ohaus triple beam 700/800 series)
o Crondémetros (Diagger)

o Cajas de acrilico (20 x 30 x 15 cm)

o Cajas de acrilico (22 x 40 x 20 cm)

o Jeringas y agujas de diferentes calibres (Terumo)
o Sondas metalicas

o Columna cromatografica de 80 x 3 cm (Kimax)

o Frascos viales (Wheaton)

REACTIVOS.

o Extracto etandlico de las hojas de A. diversifolia.

J Tramadol (Tradol®)

. Acido acético (J.T. Baker)
. Acido Urico (Sigma)

o Cloruro de Sodio (Merck)
o Tween 80 (Sigma)

o Etanol (J.T. Baker)

o Gel silice (Merck)

o Acetona (J.T. Baker)

o Metanol (J.T. Baker)

o Hexano (J.T. Baker)
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5.1.3 MATERIAL BIOLOGICO.

Ratones hembra Taconic (SW) de 25-30 g y ratas machos Wistar y de 180
a 200 g de peso corporal, mantenidos a temperatura controlada de 25° + 2° C con
ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso al alimento y al agua (ad libitum).
Cuando fue necesario retirar el alimento esto se realizé al menos 12 h antes de los
experimentos. Todo el protocolo experimental siguié las recomendaciones de la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio), del “Comité de
Investigacion y Etica de la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor”
(publicadas en: Pain 9, 1980) y de los Lineamientos y Estandares Eticos para la
Investigacion del Dolor Experimental en Animales, asi como del Comité de
Bioética del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muriiz.

5.1.4 MATERIAL VEGETAL.

Las partes aéreas de A. diversifolia, se colectaron en la region de Tejupilco, Edo.
de México en Septiembre del 2006. La identificacién de la planta se realiz6 por
botanicos de la Universidad Autonoma Chapingo. El numero de identificacion del
espécimen (AN9702) se encuentra en el Herbario de Plantas Utiles Efraim

Hernandez de dicha universidad.

52 METODOLOGIA.

5.2.1 OBTENCION DEL EXTRACTO

Las partes aéreas de A. diversifolia, secas y molidas (1.5 kg) se colocaron
en maceracion a temperatura ambiente con 2 L de hexano por 3 veces
consecutivas y posteriormente el residuo se maceré con etanol absoluto 3 veces
consecutivas.  Los respectivos extractos se filtraron por gravedad para

posteriormente ser concentrados en un evaporador rotatorio hasta la eliminacién
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del disolvente. El rendimiento de extracto hexanico y etandlico crudos fue de 429
(2.8%) y 899 (5.9%) respectivamente.

5.2.2 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE A. diversifolia.

El fraccionamiento del extracto crudo etandlico (30g) se realiz6 mediante la
aplicacion de percolacion con 2L de hexano, acetona y metanol respectivamente.
Esto con la finalidad de separar los componentes menos polares (fraccién hexano
11.7%) de los medianamente polares (fraccion acetona 19.8%) y de los mas

polares (fraccion metanol 34.4%), ademas de residuos sdlidos insolubles 5.43%.

52.3 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA PARA LA SEPARACION DE SUB-FRACCIONES
ACTIVAS OBTENIDAS DE LA FRACCION ACETONA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
A. diversifolia.

Se prepard una columna cromatografica para las fracciones de hexano (19)
y acetona (5¢g). Para la fraccion hexanica se requirié de 100 ml de volumen muerto
de disolvente (hexano), 30g de gel silice. Se obtuvieron 18 sub-fracciones de la
fraccion hexanica. Para la columna de la fraccidon de acetona se requirié6 de 100
mL de volumen muerto de disolvente (hexano) y 36g de gel silice. Se recolectaron
24 sub-fracciones de la fraccién de Acetona. (Tablas 5y 6)

Tabla 5. Rendimiento obtenido de las sub-fracciones de la fraccion de hexano.

1-32 1.0 0.1 59-60 507.4 50.6
33 15.6 1.56 61-66 74 1 7.4
34 0.1 0.86 67-72 18.3 1.83

35-38 190.2 19 73-78 11.1 1.1
39-44 145.2 14.5 79-83 1.8 0.18
45-48 53.2 5.31 84 2.8 0.3
49-52 39.7 4 85 128.1 12.8
53-56 25.8 2.6 86-90 11.0 1.1
57-58 12.7 1.3 91-95 5.6 0.56
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Tabla 6. Rendimiento obtenido de las sub-fracciones de la fraccion de acetona.

, CANTIDAD | RENDIMIENTO , CANTIDAD | RENDIMIENTO
FRACCION | 5BTENIDA (mg) (%) FRACCION | 5BTENIDA (mg) (%)
1-4 7.9 0.16 117-118 610.2 12.0
5.16 19.1 0.37 119-120 215.5 422
17-19 1.6 0.31 121-122 120.4 2.36
20-27 18.1 0.36 123-136 491.8 9.65
28-31 8.1 0.16 137-141 26.2 0.51
32-37 5.6 0.71 142-151 113.4 2.22
38-45 28.2 0.55 152-192 270.1 5.28
46-53 54.0 1.06 193-214 1420.5 27.9
59-64 32.3 0.63 215-260 288.3 5.65
65-79 38.4 0.75 261-270 23.9 0.47
80-94 18.9 0.37 271-277 476.7 9.35
95-116 9.9 0.19 278-304 68.2 1.34

5.2.4 PREPARACION DEL EXTRACTO Y LOS FARMACOS.

Las sustancias administradas se suspendieron en el vehiculo que consistié
en tween 80 al 0.5% en solucidén salina (s.s.) 0 s.s. sola. El extracto crudo se
resuspendid en el vehiculo para su administracion por via intraperitoneal (i.p). El
farmaco de prueba: tramadol (Grinenthal de México, S.A. de C.V.) se preparé a
partir de una solucién de 100 mg/mL diluido con s.s. y se administrd por via i.p.
Las soluciones se administraron siempre de reciente preparacibn y se

administraron en un volumen de 0.1mL/10g para ratén y de 0.1mL/100g para rata.

5.2.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA.

Para la evaluacion del efecto antinociceptivo se utilizaron dos modelos
experimentales: el estiramiento abdominal inducido por acido acético en ratones, y
el modelo PIFIR en ratas. En todos los experimentos se utilizaron grupos de 6

ratones o ratas, respectivamente.
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5.2.5.1 GRUPOS EXPERIMENTALES.

En el caso de los ratones, los grupos control recibieron el vehiculo o s.s.
sola, mientras que los grupos tratamiento recibieron la administracion de los
extractos crudos de A diversifolia. Primero se hizo una comparacion de la dosis de
100 mg/kg para seleccionar el mas activo, posteriormente el etandlico que produjo
mayor efecto se evalu6 en dosis de 3, 30, 100 y 300 mg/Kg i.p. y se comparé con
el efecto de tramadol en dosis de 3, 10, 17.8 y 30 mg/Kg i.p. El extracto etandlico
se fracciond y las fracciones de hexano, acetona y metanol obtenidas se probaron
en la dosis de 100 mg/kg i.p. La fraccidbn de hexano y acetona fueron las que
presentaron mayor actividad, por tanto se fraccionaron nuevamente y las sub-
fracciones obtenidas se probaron a la dosis equivalente a su correspondiente
contenido en cada fraccion.

La DLsp via i.p. para el extracto etandlico (activo) y el extracto hexanico (no
activo) de A. diversifolia; asi como para el tramadol se determino en ratones por el
método de Lorke [150].

En el caso de las ratas, los grupos control recibieron el vehiculo o s.s,
mientras que los grupos tratamiento recibieron la administracion de los extractos
crudos de A. diversifolia Saff. en la dosis de 100 mg/kg, tanto via i.p. como p.o. El
extracto etanodlico, que mostrd la misma eficacia por via i.p. y p.o., se evalud en
dosis de 3, 30, 100, 300 y 600 mg/Kg p.o. Esta via se eligié6 porque reduce la
presencia de efectos adversos. El efecto antinociceptivo del extracto se comparo
con ASA (31.62, 56.23, 100, 177.82, 316.23, 562.32 mg/kg p.o.) o tramadol (1, 5,
10, 17.78 y 31.62 mg/kg i.p.). Las fracciones del extracto etandlico: hexano,
acetona y metanol se evaluaron en dosis de 300 mg/kg p.o.

5.2.5.2 MODELO DE ESTIRAMIENTO ABDOMINAL INDUCIDO POR ACIDO ACETICO “Writhing”.

La nocicepciéon se indujo por la inyeccién i.p. de acido acético al 1% en un
volumen de 0.1ml/10g. Los parametros que se registraron fueron la latencia al

primer estiramiento abdominal y la frecuencia de estiramientos abdominales
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realizados cada 5 minutos durante 20 minutos. El aumento en la latencia y una

reduccion en el numero de estiramientos fueron indicativos de antinocicepcion.

5.2.5.3 MODELO PIFIR.

Para este modelo, las ratas se anestesiaron con éter inhalado y la nocicepcion se
indujo por la administracién i. Art. (pata posterior derecha) de una inyeccién de 50
uL de acido urico al 20% (fig. 13). Este se prepard agregando 2.0 g de &cido Urico
con 10 ml de aceite mineral en un mortero mezclando hasta obtener una
composicion homogénea a temperatura ambiente. La inyeccion intraarticular se
realizé a través de un ligamento patelar usando una jeringa de 1 ml y con una
aguja No. 24 de 5 mm. Inmediatamente, un electrodo se colocé en cada planta de

ambas patas traseras.

Patella

Fig. 13 Sitio de la administracion intraarticular (i.art.) de la suspension de acido urico en la
extremidad posterior derecha de la rata para producir nocicepcion en el modelo PIFIR.

Después de la recuperacidén completa de la anestesia, los animales se
colocaron en cilindros rotatorios de acero inoxidable de 30 cm de diametro. Los
cilindros rotan a 4 rpm forzando a las ratas a caminar. La medida variable fue el
tiempo de contacto entre cada una de las patas traseras del animal y el cilindro.
Cada vez que el electrodo colocado en la pata trasera del animal realiza contacto
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con el piso del cilindro un circuito cerrado registra el tiempo de contacto de la pata
lesionada con respecto a la no lesionada en una computadora (Apple Il plus, con
tarjeta convertidota AD/DA “Mountain”) (fig. 14).

Posteriormente, con estos datos se obtienen los indices de funcionalidad en

porcentaje con la siguiente formula:

% |I.LF. = (TCPD/TCPI) (100)
En donde:
% |.F. = porcentaje de indice de funcionalidad.
TCPD = tiempo de contacto de la pata derecha (con acido urico), y
TCPI = tiempo de contacto de la pata izquierda (sin acido Urico)

Fig. 14 Esquema del sistema de registro del tiempo de contacto de las extremidades traseras de la
rata, en donde: A es el dispositivo contador de tiempo, B es la caja con switch de dos posiciones, C
son los electrodos, D es el motor que mueve a los tambores y E son los tambores o cilindros de
acero inoxidable.

Cuando la rata muestra el 0% de funcionalidad, se administra el tratamiento
correspondiente y se evalla su recuperacién durante 4 horas, registrando en
intervalos de 15 min la primera hora y posteriormente cada 30 minutos el % I.F
hasta el final del estudio.
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5.2.6 EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA (DLso)

La dosis letal 50 (DLsy) se determiné utilizando la via intraperitoneal
siguiendo el método descrito por Lorke [150]. Este método consistié en administrar
dosis crecientes del extracto etandlico de las hojas de A. diversifolia hasta
encontrar la dosis a la cual se produce muerte en los ratones (toxicidad aguda). El
método consta de dos etapas: en la etapa inicial se administraron dosis entre 100
y 1000 mg/Kg para determinar el rango de dosis en el cual se produce toxicidad
aguda. Si en este primer rango de dosis no se observa toxicidad se continda con
la segunda etapa en la que se utilizé un rango de dosis mayor (1600 a 5000
mg/Kg). La tabla 7 muestra las dosis a utilizar para la determinacién de la DLsy.
En cada nivel de dosis se utilizaron 3 animales y la determinacién se realizé
durante 14 dias en los que se reqistrd el peso de cada raton y al final se efectud
una revision macroscopica de los 6rganos internos previa dislocacioén cervical.

La DLsp se determiné calculando la media aritmética de las dosis en las
cuales se produce el 0% y 100% de mortalidad. La DLso para los resultados que no
coincidieron con los sefialados en la tabla se calculd utilizando la media

geometrica de las dosis de acuerdo a lo sugerido por Lorke [150].

TABLA 7. Determinacion de la dosis letal 50 (DLso)

DOSIS EVALUADAS EN
LA SEGUNDA ETAPA
(mg/kg)

10 100 | 140 | 200 | 600 | 1000 | 1600 | 2900 | 5000

Numero de animales que murieron/ Numero de animales usados.

DOSIS EVALUADAS EN LA PRIMERA ETAPA
(mg/kg)

5.2.7 ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se presentan como la media + error estandar de la media. Para
determinar la diferencia entre los tratamientos, tanto para los datos obtenidos en el
modelo del “writhing” como los obtenidos en el modelo PIFIR se calculé el area
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bajo la curva (ABC) utilizando el método de los trapecios [151]. El analisis
estadistico se realiz6 mediante analisis de la prueba de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov) y varianza (ANADEVA) seguido de la prueba t de Dunnett en la
comparacién contra el control para un nivel de significancia P< 0.05, utilizando el

programa de computo Sigma Stat [152].
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6. RESULTADOS.

6.1 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE EXTRACTOS CRUDOS DE
A. diversifolia EN EL MODELO DE ESTIRAMIENTO ABDOMINAL.

En la figura 18 se muestra el curso temporal del efecto antinociceptivo
producido por los extractos hexanico y etandlico de A. diversifolia a una dosis de
100 mg/kg en comparacion con el grupo control. Los animales tratados con el
vehiculo presentaron un maximo de 32+2.7 contracciones abdominales
transcurridos 10 minutos después de la administracion del agente nociceptivo. En
tanto que los grupos tratados con los extractos hexanico y etandlico mostraron un
maximo de 23+1.3 y 7+2.1 contracciones abdominales a los 15 y 10 min,
respectivamente. La latencia al primer estiramiento abdominal para el grupo
control fue de 3 min. Mientras que para los grupos que recibieron extracto
hexanico o etandlico el primer estiramiento abdominal se observé alos 1 y 2 min,

correspondientemente.

35 —e— Control

30 - —=— Hex 100 mg/kg
EtOH 100 mg/kg

25

20
15
10

Contracciones abdominales

0 5 10 15 20
Tiempo (min)

Fig. 18 Curso temporal del efecto antinociceptivo de los extractos etandlico y hexanico de
A. diversifolia i.p. en comparacion con el grupo control en la nocicepcion inducida con
acido acético al 1% i.p. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales.
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La figura 19 muestra el efecto antinociceptivo, representado como ABC
(c.a™min), para los animales tratados con los extractos hexanico o etandlico en
comparacién con el grupo control. En este grafico se observa que ambos extractos
producen un efecto estadisticamente significativo (F215= 44.0, P<0.001) en
comparacion con el grupo control. Adicionalmente se observa que el extracto
etandlico produce mayor efecto antinociceptivo ( Fz15= 44.0, P<0.001) que el

extracto hexanico.

400
350 il ko ockek
300
250
200
150

100
50 ﬂ I
0 T

Control Hex 100 mg/kg EtOH 100 mg/kg

Antinocicepcion ABC

Fig. 19 Efecto antinociceptivo de los extractos etandlico y hexanico de A. diversifolia i.p.
en comparacion con el grupo control en la nocicepcion inducida con acido acético al 1%
i.p. Las barras representan el promedio del ABC + EEM. *p<0.001 ANADEVA seguida de
la prueba de Dunnett vs control. **p<0.001 ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett en
comparacion con el extracto hexanico.

6.1.1 ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE A. diversifolia.

En la figura 20 se muestra el curso temporal del efecto antinociceptivo producido
por el extracto etandlico en comparacion con el grupo control. EI maximo de
contracciones abdominales que se observo a los 10 min para el control (32+2.7) y
la dosis de 3 mg/kg (23+5.1), esta conducta nociceptiva se reduce conforme se
aumenta la dosis.
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Fig. 20 Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto etandlico de A. diversifolia
i.p. en comparacion con el grupo control en la nocicepcién inducida con acido acético al
1% i.p. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales.

En la figura 21 se observa que este efecto antinociceptivo es dosis dependiente y
significativo (F425=23.7, P<0.001) a partir de la dosis de 30 mg/kg, produciendo
una inhibicién casi total en la dosis de 300 mg/kg. ABC (c.a*min).

Antinocicepcién (ABC
N
o
o

0 T
Control 3 30 100 300
Dosis (mg/kg)

Fig. 21 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo del extracto etandlico de A.
diversifolia i.p. en comparacién con el grupo control en la nocicepcion inducida con &cido
acético al 1% i.p. Las barras representan el promedio del ABC + EEM. *p<0.001
ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.
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La figura 22 muestra el efecto antinociceptivo producido por el farmaco de
referencia tramadol en comparacién con el grupo control. De manera similar al
extracto, el tramadol produjo una respuesta dosis dependiente mediante el
aumento de la antinocicepcion a partir de la dosis de 3 mg/kg dando un maximo
de 28+2.9 contracciones abdominales.

35 | —— 0 mg/kg
—=—3 mg/kg
30 1——10 mg/kg
—*—17.8 mg/kg
| —— 30 mg’kg

Contracciones abdominales

9=

0 5 10 15 20
Tiempo (min)

Fig. 22 Curso temporal del efecto antinociceptivo producido por el farmaco de referencia
tramadol i.p. en comparacion con el grupo control en la nocicepcién inducida con acido
acético al 1% i.p. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales.

En la figura 23 se presenta la curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo
producido por tramadol, donde se observa que éste es significativo (F425=32.5,
P<0.001) a partir de la dosis de 10 mg/kg, efecto que al probar la dosis de 17.8
mg/kg permanece sin cambio, mientras que el aumento de la dosis a 30 mg/kg
practicamente previene el efecto nociceptivo. ABC (c.a.*min).
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Fig. 23 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo del fa&rmaco de referencia
tramadol i.p. en comparacion con el grupo control en la nocicepcién inducida con acido
acético al 1% i.p. Las barras representan el promedio del ABC + EEM. *p<0.001
ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.

6.1.2 ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE A. diversifolia.

Un fraccionamiento biodirigido del extracto etandlico de A. diversifolia se
realiz6 mediante percolacion obteniendo 4 fracciones (hexano, acetona, metanol,
residuos solidos). Cada una de las fracciones se evalud a una dosis de 100 mg/kg,
de las cuales los animales que recibieron la fraccion obtenida con acetona
present6 mayor antinocicepcion con un maximo de 8+1.9 contracciones
abdominales mientras que en el grupo tratado con la fraccién obtenida con hexano
o los residuos sélidos presentaron un maximo de 7+1.4 y 12+1.9 contracciones
abdominales, respectivamente, en comparacion con el grupo control (32+2.7)
(F530=37.9, P<0.001). a los 10 min después de la administraciéon del agente
nociceptivo, respectivamente (Fig. 24).
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Fig. 24 Curso temporal del efecto antinociceptivo producido por las fracciones obtenidas
del extracto etandlico de A. diversifolia i.p. en comparacién con el grupo control en la
nocicepcion inducida con acido acético al 1% i.p. Cada punto representa el promedio +
EEM de 6 animales.

La diferencia en la respuesta antinociceptiva en el tratamiento con las
fracciones y el grupo control o el que recibio el extracto etandlico crudo se observa
en la representacion dosis respuesta del ABC (c.a.*min) (Fig. 25).
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Fig. 25 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de las fracciones obtenidas del
extracto etandlico de A. diversifolia i.p. en comparacion con el grupo control en la
nocicepcion inducida con acido acético al 1% i.p. Las barras representan el promedio del
ABC + EEM. *p<0.001 ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett en comparacién con el
vehiculo. **p<0.001 ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett en comparacion con el
extracto etandlico.
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6.1.3 ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LAS SUB-FRACCIONES OBTENIDAS DE LA
FRACCION DE ACETONA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE A. diversifolia.

De la fraccion acetona se realiz6 una columna cromatografica para la
obtencidén de subfracciones, Se obtuvieron 304 subfracciones que se redujeron a
24 después de realizar cromatografia en capa fina para agrupar aquellas que
presentaban similar perfil cromatografico. Estas fracciones fueron evaluadas en el
modelo de estiramiento abdominal para determinar su actividad, de lo cual se

observé que la mayoria present6 antinocicepcién (Fig. 26).

—e— Control —=— F Acetona F 28-31 —x—F 117-118
—%—F 119-120 —e—F 121-122 ——F 123-136 ——F 142-151
F 215-260 F 261-270 SI F 278-304 59-64
80-94 152-192 —o— 193-214 261-277
35 5+— 260 Residuos finales

Contracciones abdominales

0 5 10 15 20
Tiempo (min)

Fig. 26 Curso temporal del efecto antinociceptivo de las sub-fracciones obtenidas de la
fraccion de acetona del extracto etandlico de A. diversifolia i.p. en comparacién con el
grupo control en la nocicepcién inducida con &cido acético al 1% i.p. Cada punto
representa el promedio + EEM de 6 animales.

Algunas fracciones que presentaron diferencia significativa en la inhibicion
de contracciones abdominales respecto al grupo control no fueron
significativamente diferentes en comparacién con la fraccién de acetona, este fue

el caso de las subfracciones: 28-31 [10+3 contracciones abdominales (c.a.)], 119-
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120 (13+2 c.a.), 121-122 (14+2 c.a.), 123-136 (12+1 c.a.), 142-151 (11+3 c.a.) y
278-304 (9+4 c.a.), considerando un pico maximo de contracciones abdominales
entre los 10 y 15 minutos. Esto se observa en los resultados representados como
ABC (c.a.*min) en la figura 27, donde la significancia del efecto antinociceptivo de
cada una de las sub-fracciones se compara tanto con el vehiculo (F1g,100=8.09,
P<0.001) como con la fraccién de acetona (F1g,100=8.09, P<0.001).
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Fig 27 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de las sub-fracciones obtenidas
de la fraccién de acetona del extracto etandlico de A. diversifolia i.p. en comparacion con
el grupo control en la nocicepcién inducida con &cido acético al 1% i.p. Las barras
representan el promedio del ABC + EEM. *p<0.001 ANADEVA seguida de la prueba de
Dunnett en comparacion con el grupo control. **p<0.001 ANADEVA seguida de la prueba
de Dunnett en comparacién con la fraccién de acetona.

De todas las comparaciones, la fraccién de acetona fue la que presento
mayor diferencia significativa respecto al vehiculo, al extracto etandlico y a su vez

con las subfracciones evaluadas (Tabla 8).
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Tabla 8. Efecto antinociceptivo de las subfracciones obtenidas de la fraccién de
Acetona de A. diversifolia en el modelo writhing. (n=6)

NOCICEPCION

FRACCION DOSIS % ANTINOCICEPCION
(ABCo-20 miN)
VEHICULO 488.33+37.30UA
FRACCION DE
ACETONA 100 91.67+19.45* 81
F(28-31) 5 131.25£35.25%,** 73
F(59-64) 5 220.00+10.35* 55
F(65-79) 0.75 215.42+ 7.54* 56
F(80-94) 5 281.67+18.27* 43
F(117-118) 12 192.50+29.74* 61
F(119-120) 4.2 163.75+19.96%,** 66
F(121-122) 2.4 170.00+18.92%,** 65
F(123-136) 10 140.42+17.47* 71
F(137-141) 2.2 187.08+13.68* 62
F(142-151) 2.2 155.42+30.12%,** 68
F(152-192) 5.3 259.20+25.66* 47
F(193-214) 28 244.60+15.23* 50
F(215-260) 5.6 198.33+37.71* 59
F(261-270) 1 181.25+34.79" 63
F(278-304) 1.3 109.58+46.32%,** 77

***F1.100=8.09, P<0.001, ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett en comparacion con el grupo

control. Y la fraccién acetona, respectivamente.

6.2

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL EXTRACTO CRUDO DE A.
diversifolia EN EL MODELO PIFIR.

En la figura 28 se muestra el % I.F del efecto antinociceptivo producido por

el extracto etandlico al ser comparado con el vehiculo y a su vez con el extracto

hexanico de Annona. Los resultados muestran que el extracto etandlico tuvo un
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maximo de % |.F de 33.29+7.37 a los 30 minutos después de la administracion del
extracto. Este efecto maximo se redujo al 5% después de 1.0 h manteniéndose asi
hasta el final del experimento. El % I.F del extracto hexanico fue menor al 5% a lo
largo del experimento (F215=8.7, P<0.003).

50 -
45 -
—e— Vehiculo
40 - —=— Annona/Hex 100 mg/kg
35 - —a— Annona/EtOH 100 mg/kg

Antinocicepcion (% IF)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0

Tiempo (h)

Fig. 28 Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto etandlico vs. El extracto
hexanico de A. diversifolia p.o. en comparaciéon con el vehiculo, en la disfuncion inducida
por el &cido urico al 20%. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales.

En la figura 29 se muestra el ABC (%l.F.*h) donde se puede observar que
el extracto etandlico de A. diversifolia produce un efecto antinociceptivo y
significativo para la dosis de 100 mg/kg al ser comparado con el extracto hexanico
a la misma dosis.
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Fig. 29 Curva Dosis-Respuesta del efecto antinociceptivo del extracto etandlico vs. El
extracto hexanico de A. diversifolia p.o. en comparaciéon con el vehiculo en la disfuncion
inducida por el acido urico al 20%. Las barras representan el promedio del ABC + EEM.
*p<0.05 ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett en comparacién con el vehiculo.
**p<0.003 ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett en comparacién con el extracto
hexanico.

6.2.1 ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE A. diversifolia.

En la figura 30 se muestra el efecto antinociceptivo producido por la
administracién del extracto etandlico de A. diversifolia en ratas y su evaluacién en
el modelo PIFIR. En ésta se observa que el grupo control y aquel que recibio la
dosis de 30 mg/kg de extracto etandlico no presentaron recuperacion espontanea
de la funcionalidad de la pata lesionada con acido urico durante las 4 h de
evaluacién. En contraste, con la administracién del extracto en dosis de 600
mg/kg, se observé una recuperacion significativa (H=19.9, 4 gl, P<0.001) de
acuerdo con los valores de %l.F.= 49+12. Los efectos maximos se redujeron al
21% al paso de una 1.0 h manteniéndose asi hasta el final del experimento. No se
observé manifestacién alguna de efectos secundarios tales como disminucion de

la actividad exploratoria o de la coordinacion motora en las ratas hasta la dosis de
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600 mg/kg. Las dosis de 30, 100 y 300 mg/kg no presentan diferencia significativa
respecto al vehiculo.

—e— Vehiculo

—e— Annona 30 mg/k
Annona 100 mg/kg

70 —=— Annona 300 mg/kg

Annona 600 mg/kg

80

60
50
40
30
20
10

Antinocicepcién (%

0 = :
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Tiempo (h)

Fig. 30 Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto etandlico de A. diversifolia
p.o. en comparacion con el vehiculo en la disfuncion inducida por el acido urico al 20% en
ratas. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales

En la gréfica 31, la representacién de ABC (%l.F.*h) correspondiente al curso
temporal permite apreciar el efecto antinociceptivo dosis-dependiente producido
por la administracion del extracto.
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Fig. 31 Curva Dosis-Respuesta del efecto antinociceptivo del extracto etandlico de A.
diversifolia p.o. en comparacion con el vehiculo en la disfuncién inducida por el &cido urico
al 20%. Las barras representan el promedio del ABC + EEM. *p<0.001 ANADEVA por
rangos seguida de la prueba de Dunn’s.
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En lo que respecta al tramadol, en la figura 32 se muestran las curvas del curso
temporal de su efecto antinociceptivo, el cual se produce con un maximo entre los
30 y 45 min después de su administracién. En la dosis de 5.62, 10 y 17.78 mg/kg,
el tramadol indujo un maximo del %I.F.= 60+10, 81+10y 75+10, a los 15, 30y 45
minutos, respectivamente, después de la administracién. Estos valores
disminuyeron progresivamente hasta alcanzar un % I.F.= 7+4, 1448 y 30+3,
respectivamente, en el transcurso de 3 horas y se mantuvieron asi hasta la
conclusion del experimento. En la dosis de 31.62 mg/kg, se observé un maximo %
I.F.= 86+5 a los 60 min, el cual se redujo hasta alcanzar un % I.F.= 57+11 al final

del experimento.

100 - —e— Vehiculo
T —=—Trl 31.62 mg/kg
Q i —a—Tr 17.78 mg/kg
& 80 A
5 | —=<—Tr 10 mg/kg
_8 1 — Tr 5 mg/kg
‘_S“ 60 - — Tr 1 mg/kg
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: ]
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Fig. 32 Curso temporal del efecto antinociceptivo del farmaco de referencia tramadol i.p.
en comparacion con el vehiculo en la disfuncion inducida por el acido urico al 20% en
ratas. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales

En la figura 33, la representacion de los datos como ABC (%lI.F.*h) muestran que
el efecto antinociceptivo de tramadol es dosis dependiente y significativo a partir
de la dosis de 10 mg/kg.
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Fig. 33 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo del fa&rmaco de referencia
tramadol i.p. en comparacion con el vehiculo en la disfuncién inducida por el acido arico al
20%. Las barras representan el promedio del ABC + EEM. *p<0.001 ANADEVA seguida
de la prueba de Dunnett.

6.2.2 ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE A. diversifolia.

En la figura 34 se muestra el % |.F del efecto antinociceptivo de las
fracciones obtenidas por percolacion del extracto etandlico y evaluadas a la dosis
de 300 mg/kg. La fraccion obtenida con acetona fue la mas activa al producir un
mayor %l.F = 35+12 a los 45 min después de la administracion en comparacién
con el grupo que recibi6 el vehiculo %I.F = 2.68+0.99. La fraccion hexanica se
probd a una dosis de 300 y 600 mg/kg produciendo un efecto de % I.F = 20+10 y
45+13 a los 30 min, respectivamente. Mientras que la fraccion metandlica y los
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residuos sélidos de esta misma fraccidon produjeron un % I.LF = 31.78+6.80 y
32.84+16.42, respectivamente.

—e— Vehiculo p.o

50 - —=— Annona EtOH/FHex 300 mg/Kg, p.o.
| —a— Annona EtOH/FHex 600 mg/Kg, p.o.
45 - —a— Annona EtOH/FAcetona 300 mg/Kg, p.o.
\' Annona EtOH/FMeOH 300 mg/Kg, p.o.
o 40 ~ —x— Annona EtOH/Fsolida 300 mg/Kg, p.o.
X 35 .
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Fig. 34 Curso temporal del efecto antinociceptivo de las fracciones obtenidas del extracto
etandlico de A. diversifolia p.o. en comparacion con el vehiculo en la disfuncién inducida
por el &cido urico al 20%. Cada punto representa el promedio + EEM de 6 animales.

En la figura 35, la representacion del ABC (%I.F.*h) demuestra que las
fracciones obtenidas con hexano y acetona produjeron mayor efecto
antinociceptivo que el obtenido con el extracto crudo. Este efecto fue mayor en la
fraccion acetona, seguida de la fraccidbn hexanica que muestra una respuesta
dosis-dependiente. Los efectos son significativos (Fs30=3.8, P<0.009) para la dosis

de 300 y 600 mg/kg de la fraccién acetona y hexano, respectivamente.
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Fig. 35 Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de las fracciones obtenidas del
extracto etanodlico de A. diversifolia p.o. en comparaciéon con el vehiculo en la disfuncion
inducida por el acido urico al 20%. Las barras representan el promedio del ABC + EEM.
*p<0.009 ANADEVA seguida de la prueba de Dunnett.

6.3 EVALUACION DE LA DOSIS EFECTIVA 50 (DEsg) DEL EXTRACTO ETANOLICO DE A.
diversifolia.

A partir de las curvas dosis respuesta presentadas anteriormente para el
extracto etandlico de A. diversifolia y el tramadol tanto en el modelo writhing como
en el PIFIR, se calcularon las respectivas dosis efectivas cincuenta (DEsp). La
DEsp para el extracto etandlico de A. diversifolia fue de 15.3 mg/kg y para el
tramadol de 12.4 mg/kg en el modelo “writhing” (Fig 36).
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Fig. 36 Curva dosis-respuesta y DEs, i.p. del efecto antinociceptivo del extracto etandlico
de A. diversifolia en comparacion con tramadol en el modelo “writhing”.

En el modelo PIFIR, la DEsy para el tramadol fue de 16.12 mg/kg, mientras
que para el caso del extracto la DEsp no se pudo determinar ya que hubo un
maximo de respuesta del 25% a las dosis probadas. Por tanto, la DEgs= 684.71
mg/kg p.o. fue obtenida para el extracto en comparacién con la de ASA DEgs=
230.71 p.o. 0 para obtener la mayor eficacia se probd tramadol i.p. obteniéndose
una DEgs= 4.65 mg/kg (Fig. 37).
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—e— Tramadol ED25=4.65 mg/kg i.p.
—=— EtOH extract ED25=684.71 mg/kg p.o.
—a— Acido acetilsalicilico ED25=230.71 mg/kg, p.o.
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Fig. 37 Curva dosis-respuesta y DEys del efecto antinociceptivo del extracto etandlico de
A. diversifolia p.o. y AAS p.o. en comparacion con el tramadol i.p. en el modelo PIFIR.

6.4 EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA: DOSIS LETAL 50 (DLs;) DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE A. diversifolia.

En el estudio de toxicidad aguda se observd mediante el método de Lorke,
la DLsp = 141.4 mg/kg para el extracto hexanico (no activo), DL5;=928.3 mg/kg
para el extracto etandlico (activo) y DLsp = 118.3 mg/kg para el farmaco de
referencia tramadol administrados via i.p. obtenido en ratones, no se observé
ningun dafo macroscépico o pérdida de peso después de 14 dias de la
administracién aguda del extracto. (Tabla 9)
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Tabla 9. Evaluacion de la Dosis Letal Cincuenta (DLsp), via intraperitoneal.

NUMERO DE
ANIMALES QUE
TRATAMIENTO DOSIS MURIERON / NUMERO | , Dlso
(mg/kg) DE ANIMALES (mg/kg)
USADOS
100 0/6
140 3/3
Tramadol 200 3/3 118.3
600 3/3
1000 3/3
100 173
Extracto 1600 1/3
- 928.3
etandlico 2900 1/3
5000 173
100 0/3
Extracto 200 3/3
_ 141.4
hexanico 600 3/3
1000 3/3
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7. DISCUSION.

Como ha sido mencionado, los preparados como infusién o decoccién y la
maceracion de las hojas de especies de annona son utilizadas en la medicina
tradicional por sus propiedades como analgésico y anti-inflamatorio [153], anti-
espasmaodico, astringente y para diversas alteraciones gastricas [124, 126].
Previos estudios ya han reportado actividad farmacoldgica sobre el SNC de
algunas especies de annona; por ejemplo, sus efectos como sedante o ansiolitico
[120, 122, 154] y como anticonvulsivo [121, 122]. Sin embargo, en nuestro
conocimiento no existen estudios que corroboren los efectos analgésicos y anti-
inflamatorios que se atribuyen a estas especies. En el presente estudio preclinico
se evaluaron las propiedades antinociceptivas de extractos crudos, fracciones y
subfracciones del extracto mas activo obtenidos de las hojas de A. diversifolia
utilizando técnicas cromatograficas y los modelos de nocicepcion de estiramiento
abdominal en ratones y disfuncién inducida por dolor en ratas (por sus siglas en
inglés PIFIR). Los efectos se compararon con aquellos producidos por tramadol,
un farmaco analgésico utilizado en la clinica. Ademas, de manera preliminar se

determiné su toxicidad aguda en ratones.

Para este proyecto se utilizé el modelo de estiramiento abdominal ya que es
considerado como un modelo de nocicepcién o dolor de tipo visceral [64], donde
se puede detectar analgesia, mediada a nivel central y periférico ante diversos
mediadores involucrados en el dolor tanto en humanos como en animales
experimentales [155, 156]. Mientras que el modelo PIFIR que consiste en la
inyeccion i.art. de acido arico en la rétula inferior derecha produce una inflamacién
local aguda similar a lo observado en la patologia de la artritis gotosa [65] segun
analisis histopatolégico demostrando infiltracién inflamatoria y edema en
membranas sinoviales sin efecto sobre el cartilago conjunto [63]. En este tipo de
dolor, la deposicion de cristales de urato de sodio inicia un proceso inflamatorio
que involucra la infiltracion de granulocitos que fagocitan a los cristales de acido

arico. De hecho, existe un incremento en la produccidén de lactato en los tejidos
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sinoviales, produciendo un decremento local del pH que fomenta mas la
deposicidén de cristales de acido urico [68]. La deposicidn de cristales en el fluido
sinovial promueve la liberacibn de citocinas (entre otros mediadores
proinflamatorios). Con la contribucion de factores humorales, también activados
por los cristales, la IL-1 y FNT-a activan notablemente las células endoteliales
permitiendo la extravasacion de leucocitos y la IL-8 promueve la atraccion vy
activacion masiva de leucocitos polimorfos nucleares (neutréfilos) en el sitio de
inflamacién [69]. Estas citocinas se cree que estimulan la produccion de enzimas
degradativas y perturban el equilibrio entre tales enzimas y sus inhibidores,
produciendo darno al tejido [157].

Para poder elegir el extracto con mayor actividad antinociceptiva, se hizo
una comparacion de los extractos hexanico y etandlico obtenidos de la A.
diversifolia utilizando ambos modelos. En ambos casos se observd una respuesta
antinociceptiva significativa con el extracto etandlico. Esto concuerda con el uso
que se le da a esta especie, ya que la gente acostumbra tomar esta planta como

4 ”

medicinal en forma de infusion o decoccién denominadas como “Tés”, o incluso
preparada como maceracién en etanol [120, 153]. Como el solvente natural
utilizado es agua o el propio etanol al 96%, se esperaba que el extracto activo
fuera de naturaleza polar, suposicién que se corrobora con el resultado obtenido

en este experimento.

En el modelo de estiramiento abdominal, la actividad antinociceptiva del
extracto etandlico de A. diversifolia se demostré por una disminucién en la
frecuencia de estiramientos abdominales inducidos por el &cido acético al 1%. La
actividad antinociceptiva del extracto etandlico produce antinocicepcion dosis-
dependiente y significativa a partir de la dosis de 30 mg/kg, mientras que para el
tramadol la actividad antinociceptiva es significativa a partir de la dosis de 10
mg/kg en comparacion con el vehiculo. La diferencia en el rango de las dosis
administradas de extracto respecto al de tramadol que producen una eficacia

maxima fue de 10 veces. Sin embargo, se observé similar potencia sobre la
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nocicepcidén visceral en los ratones, ya que para el extracto etandlico de A.
diversifolia la DEsy=15.35 mg/kg, mientras que para el tramadol fue DEsy=12.42
mg/kg. Ambos tratamientos demostraron eficacia en este tipo de nocicepcion que
se asocia con el dolor visceral, corroborando el uso que se le da a esta especie

como antiespasmédico.

El extracto etandlico fue el que presentd mayor actividad, por lo tanto se le
realiz6 un fraccionamiento por percolacion con la finalidad de tener una fraccidén
menos compleja y que produjera mayor efecto antinociceptivo. De las 3 fracciones
obtenidas y un residuo soélido, la fraccién de acetona seguida de la de hexano
fueron las mas activas en ambos modelos. Posteriormente a la fraccion de
acetona se le realizd un fraccionamiento mas fino del cual se obtuvieron 24 sub-
fracciones que se evaluaron sélo en el modelo de contracciones abdominales ya
que fue en el que se observd mayor respuesta antinociceptiva. Varias fracciones
presentaron actividad antinociceptiva, a pesar de que ninguna fue mayor a la
observada con la fraccidn de acetona, hay que considerar que las dosis a las que
fueron administradas las subfracciones fue mucho menor que la administrada por
la fraccién de acetona, por lo que el aislamiento de los componentes del extracto
produjo un aumento en su propiedad antinociceptiva. Las pruebas cualitativas
realizadas en el laboratorio al extracto crudo y fracciones permitieron observar la

presencia de componentes tanto de naturaleza flavonoide como alcaloide.

El tramadol es un farmaco utilizado en la clinica para tratar el dolor cronico.
Su capacidad antinociceptiva se pudo confirmar en ambos modelos utilizado como
farmaco de referencia. EI mecanismo de accion especifico de este farmaco
analgésico es aun desconocido. Sin embargo, se ha descrito que su actividad
analgésica es mediada por mas de un mecanismo de accion [158]. Se reporta que
su accion es mediada parcialmente por la accién sobre receptores p-opioides y
que ademas inhibe la recaptura de monoaminas como la noradrenalina y la
serotonina en el SNC [158, 159]. Parte del interés en conocer los mecanismos de

accion de fitofdrmacos es encontrar alternativas de tratamiento para el dolor pero
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con reducidos efectos adversos como lo son la tolerancia y la dependencia de
opiaceos, o0 bien la toxicidad gastrointestinal como en el caso de los
antiinflamatorios no esteroidales [160].

Con respecto al efecto del extracto etandlico de A. diversifolia en el modelo
PIFIR, este produce una eficacia maxima de 25% utilizando dosis con las que no
se observo toxicidad, su DEys calculada es de 684.74 mg/kg p.o. en comparacion
con la DEzs = 230.81 mg/kg de un AINE como el acido acetilsalicilico p.o. [160] 6
DE.s= 4.65 mg/kg de tramadol i.p. Cabe sefialar que el efecto observado para la
dosis de 100 mg/kg de A. diversifolia por via i.p. (ABC=65.99+ 21.29) no fue
diferente del obtenido con la via p.o. (ABC=48.24+14.34). Por lo tanto, esta ultima
via se considerd en los experimentos, ya que las ratas presentaban efecto de
incoordinacion motora y depresién respiratoria en dosis de 100 a 300 mg/kg en la
via i.p. La importancia de estos experimentos es que se pudo observar el efecto
farmacolégico por una via que es comunmente utilizada en la medicina tradicional
para el tratamiento del dolor. Aunque para el dolor de tipo artritico se ha descrito
que las hojas de A. diversifolia también se utilizan preparadas en maceracion en
etanol, el cual es frotado sobre el area deseada [161]. Cabe hacer mencidén que
ademas del factor via de administracion, la intensidad del dolor artritico y visceral
es diferente y los mecanismos involucrados en cada proceso también lo son. De
ahi que la respuesta antinociceptiva observada para esta especie también se
presente de manera desigual. Los resultados obtenidos en el modelo PIFIR nos
permiten sugerir que el uso de esta especie también aplica para tratar el dolor de
tipo inflamatorio, especificamente del tipo artritico gotoso, el cual es reproducido

en este modelo, aunque con menor eficacia que para tratar el dolor visceral.

Como se menciond anteriormente, las fracciones hexano y acetona también
produjeron mayor respuesta antinociceptiva que el extracto, por lo que en un
futuro sera conveniente obtener mayor cantidad de las subfracciones, que en si

fue lo que limito su evaluacion en este modelo en rata, y evaluar aquellas que
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dieron positivo en el modelo writhing con mayor % de antinocicepcion. Asimismo,
valdra la pena identificar algunos de los componentes especificos involucrados
como responsables en la actividad antinociceptiva del extracto crudo. En un futuro
sera importante hacer el analisis de mecanismo de accién con antagonistas para
conocer que sistemas de neurotransmisién participan o que mediadores del dolor

ya mencionados podrian estar involucrados.

La A. diversifolia no ha sido estudiada fitoquimicamente. No obstante,
existen de este género estudios fitoquimicos para la chirimoya (A. cherimolia),
guanabana (A. muricata), por citar algunas otras annonas, de las cuales se han
identificado compuestos con actividad terapéutica los cuales se enlistan en los
apéndices A y B. Los componentes quimicos se reportan dependiendo de si
encontrados en las hojas, las raices, la corteza, el fruto y/o semillas. Los
constituyentes mas comunmente reportados son: las acetogeninas, alcaloides,
terpenos, flavonoides y aceites. Algunas acetogeninas tiene propiedades
insecticidas, citotéxicas, antitumorales, antibacterial, inmuno-supresor, pesticida o
antihelmintico [162]. Alcaloides, terpenos y flavonoides son de los componentes
mas usados en medicina. Actualmente, las acetogeninas son conocidas por sus
estudios sobre las propiedades anti-cancerigenas, ya que poseen efectos
citotdéxicos [128, 163-165]. Los flavonoides son agentes antioxidantes, se tiene
evidencia que estos flavonoides también disminuyen la incidencia de tumores
[166]. Las raices contienen alcaloides los cuales producen efectos relajantes
debido al bloqueo de circulacién de calcio a través de canales de la membrana
celular e interrupcion de a-1 adreno-receptores [167]. Las hojas contienen aceites
esenciales con propiedades antiparasitarias, antidiarreicos, reumatolégicas vy
antineuralgicas [168]. Las infusiones de las hojas tienen propiedades
antiespasmédicas, astringentes y gastricas [124, 126], ayudan al tratamiento de la
diabetes y Ulceras gastricas [126]. Los pétalos y flores son usados para el alivio de
inflamaciones oculares [126, 169].
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El estudio de toxicidad aguda es el primer paso en la investigacion de una
sustancia desconocida dentro de un enfoque farmacolégico. EI método usado en
este estudio se basa en la suposiciéon de que la toxicidad del extracto investigado
es completamente desconocida y en el proposito de determinar el indice de
toxicidad aguda (DLsp) empleando un nimero minimo de animales experimentales
[150].

Acerca de la toxicidad, A. diversifolia mediante el método de Lorke, la
DLso=141.4 mg/kg para el extracto hexanico (no activo), DL5y=928.3 mg/kg para el
extracto etandlico (activo) y DLsp=118.3 mg/kg para el farmaco de referencia
tramadol administrados via i.p. obtenido en ratones. De acuerdo con Victoria et,
al. 2006 [133] la administracién del extracto acuoso de A. Squamosa L. por via
oral tampoco produce toxicidad aguda probado en ratas y ratones en dosis de 10y
15.67 g/kg, respectivamente. Para A. squamosa se reportd que el extracto acuoso
produce una toxicidad moderada en los ojos de conejos, mientras que no hubo
efectos probado en las orejas [132]. De hecho, la toxicidad de las annonas parece
depender de la parte de la planta, por sus componentes quimicos y del modelo
experimental utilizado. La toxicidad de las annonas en algunos casos es benéfica:
por ejemplo, las acetogeninas son toxicas para microorganismos, parasitos o
insectos ya que se han reportado sus actividades como insecticidas, citotoxicas
utiles como antitumorales antibacterianas, pesticidas o antihelminticas [162, 170].
Pero en lo que corresponde a los humanos, se debe tener cuidado en su consumo
cronico o en altas concentraciones ya que una especie de Parkinsonismo se ha
asociado con el consumo de infusiones o decocciones de las hojas de la
guanabana (A. muricata) posiblemente por su contenido en acetogeninas como la
anonacina, la cual se considera potencialmente toxica por inducir lesiones
cerebrales en ratas [171] y neurodegeneracion especificamente en los ganglios
basales sobre neuronas dopaminergicas como se ha observado en la patologia
humana [172, 173]. Hay que considerar que estos experimentos se realizaron con
infusion intravenosa en las ratas. Como se ha mencionado la via de administracién
es importante y para el consumo de tés de annonas es mas segura la via oral. Sin

embargo, estudios de toxicidad méas detallados tanto para administracion aguda
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como crénica son sugeribles para demostrar la seguridad en el uso de estas

especies con utilidad terapéutica para tratar el dolor.

Los resultados de esta tesis permiten tener un cernimiento preliminar de la
eficacia y potencia del efecto analgésico del extracto de A. diversifolia en
comparacién con el analgésico tramadol y permiten corroborar las propiedades
farmacolégicas que se le atribuyen a esta especie en la medicina tradicional.
Considerando que las dosis a las cuales se observan efectos adversos en los
ratones son relativamente altas y que rebasan las concentraciones que podria
consumir el humano, su uso como planta medicinal es seguro. Sin embargo, lo
mas conveniente es realizar mas pruebas de toxicidad para reforzar la seguridad
de su uso, sobre todo por el contenido de alcaloides y acetogeninas, que se sabe

estan presentes en las especies de Annona.
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8. CONCLUSION.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten presentar un cernimiento
preliminar de la eficacia y potencia antinociceptiva que posee el extracto de A.
diversifolia en comparacion con tramadol en situaciones de dolor visceral y
dolor agudo e inflamatorio de tipo artritis gotoso. Lo anterior debido a que el
efecto antinociceptivo se prob6 en los modelos experimentales de estiramiento
abdominal “writhing” en ratones y el modelo PIFIR en ratas en los que se
evalUan dichos tipos de dolor, respectivamente. Por lo que las conclusiones

son que:

% Se corroboran las propiedades de las hojas de A. diversifolia atribuidas en
la medicina tradicional para el tratamiento del dolor de tipo visceral y
artritico gotoso.

% Considerando que el extracto etandlico de A. diversifolia fue el mas activo y
se encontré que diferentes fracciones y subfracciones mantienen la
actividad, ello permite suponer que mas de un componente quimico esta

mediando la propiedad farmacoldgica atribuida a esta especie.

% La eficacia antinociceptiva del extracto en comparacion con la de tramadol
es igualmente adecuada para disminuir la nocicepcién visceral, mientras

que para la nocicepcidn de tipo gotoso el extracto es menos eficaz.

% Toxicidad observada solo a altas dosis en ratones permite sugerir seguridad
en la administracién aguda de esta planta en la medicina tradicional.
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9. PERSPECTIVAS.

El presente estudio farmacolégico corrobora los efectos del extracto de A.
diversifolia sobre el SNC; esto permite considerarlo candidato para estudios que
conllevan a aislar fracciones y/o compuestos puros de utilidad terapéutica en las
afecciones de este sistema. Los estudios a proponer son:

% Fraccionamiento biodirigido del extracto etandlico de las hojas de A.

diversifolia.

% Estudio fitoquimico del extracto de las hojas de A. diversifolia.

% Caracterizacién e identificacién de los compuestos activos contenidos en el

extracto de las hojas de A. diversifolia.

% Busqueda de los mecanismos de accién de los compuestos activos.

% Busqueda de otras actividades farmacoldgicas.
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APENDICE A.

Componentes quimicos comunes encontrados en annonas [169].

APENDICE A.

Tabla 10. Algunos de los mas comunes compuestos quimicos encontrados

en diferentes partes de la Annona cherimolia, A. reticulata, A. muricata, A.

senegalensis 'y A. esquamosa.

COMPUESTOS REFERENCIAS A.c. Ar. A.m Asse. | A.sq.
Acetogeninas
4-deoxyannoreticuin Hopp et al., 1998 c
. Cortés et al., 1993b;
Alumunequin r,s
Duret et al., 1994
Annocherin Woo et al., 2000 S
Annogalene Sahpaz et al., 1996 s
Annoncherimolin Kim et al., 2001 s
Annomolin Kym et al., 2001 s
Annomonicin Chang et al., 1993 h
Annomuracins A, B Wuetal.,, 1995 ac h
Annomuracin E Kym et al., 1998 h
Wuetal., 1995 ac;
Annonacin 10 one h,s
Rieser et al., 1996
Annonacin A Wuetal.,, 1995 ac ]
Annomuricatin B Vhao-Ming et al.,
s
cyclopeptide 1998
Annonastatin Nonfon et al., 1990 s
Annopentocin A, B, C Zeng et al., 1996 h
Chang et al., 1993;
Annoreticuin h,s
Chang et al., 1998
Annoreticuin 9 Hopp et al., 1997 c
Chang et al., 1993;
Annoreticuin 9 one h,s
Chang et al., 1998
Annosenegalin Sahpaz et al., 1996 s
Annosquamosins A, B Chao-Ming et al.,
c
cyclopeptides 1997
Anonacins Nonfon et al., 1990 S
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Compuestos Referencias A.c. A.r. A.m Asse. | A.sq.
Nonfon et al., 199 ;
Anonins s h,s s
Pinto & Silva, 1994
Arianacin Reiser, 1996 S
Aromin A Chen et al., 1999 t,h,s
Asimicin Nonfon et al., 1990 S
Li et al., 1990;
Hernandez & Angel,
Bullatacin s C,s
1997; Hang et al.,
1999
Li et al., 1990; Duret
et al., 1994;
Bullatacinone r C.s
Hernandez & Angel,
1997
Chermolin 1 Cortés et al., 1993 b s
Cherimolin 2 Cortés et al., 1993 b s
Cis-4-deoxyannoreticuin | Hopp et al., 1998 c
. , Reiser, 1996;
Cis-annonacin s
Woo et al., 1999 a
Cis-annoarin 10 one Reiser, 1996 s
Cis-and trans .
Kim et al., 1998 a h
annomuricin C,D,E
. . . Wu et al., 1995 ¢c;
Cis-goniothalamicin . h,s
Rieser, 1996
Cis,trans-bullatacinone Chang et al., 1998 s
Cis,transisomurisolenin Chang et al., 1998 s
Cis,trans-murisolinone Chang et al., 1998 s
Cyclopeptide
yelopep Wuetal., 1995 ¢ S
muricatonins A,B
Donhexocin Yu et al., 1998 s
Epomuricenins A,B Roblot et al., 1993 s
Gigantetrocin A Wuetal.,, 1995 c h,s
Isoannoreticuin Chang et al., 1993 h

Isocherimolin 1

Duret et al., 1994

Isomolvizarin 1

Duret et al., 1994

Isomolvizarin 2

Duret et al., 1994
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Compuestos Referencias A.c. A.r. A.m Asse. | A.sq.

Javoricin Reiser, 1996 s

Liriodenine Philipov et al., 1994 s

Laherradurin Cortés et al., 1993 b s

Molvizarin Hishamet al., 1994 ct

Muricapentocin Kim et al., 1998 a h

Muricatocins A,B,C Wuetal.,, 1995 c h

Muricin Pinto &Silva, 1994 t,h,s

Muricinin Pinto &Silva, 1994 ]

Muricatetrocins A,B Wuetal, 1995 b h,s

Muricoreacin Kim et al., 1998 b h

Murihexocin C Kim et al., 1998 b h

Murihexol Yu et al., 1998 ]

Otivarin Cortés et al., 1993 a s

Panatellin Gleye et al., 1998 r

Reticulatacin Gleye et al., 1998 r

Reticulatacin 10 one Gleye et al., 1998 r

Reticulacinone Hisham et al., 1994 ct

Rolliniastatin Chang et al., 1993 h

Rolliniastatin 2 Hisham et al., 1994 ct

Sabedelin Gleye et al., 1998 r
Myint et al., 1991;

Solamin Chang et al., 1993; h,s rs
Gleye et al., 1998
Duret et al., 1994;

Squamocin Hernandez & Angel, r s s
1997

Squamone Li et al., 1990; H c
Chang et al., 1993

Squamotacin Hopp et al., 1996 c

Uvariamicin | Gleye et al., 1998 r

Uvariamicin IV Gleye et al., 1998 r

2,4-cis, trans-

annocherinone Woo et al., 2000 s

2,4-cis, trans- Wu et al., 1995 b; . h

isoannonacin

Woo et al., 1999 a

104



APENDICE A.

Compuestos Referencias A.c. A.r. A.m Asse. | A.sq.
2,4-cis, trans-
. Hopp et al., 1997 c
squamoxinone
2,4-cis, trans-mosinone
Hopp et al., 1997 c
A
Alcaloides
Bhakuni et al., 1972;
Oliver-Bever, 1986;
. Cassady, 1990; You
(-) Roemerine . r h,s h h
et al., 1995; Chulia
et al., 1995; Fatope
et al., 1996
Yang & Chen, 1970;
Bhakuni et al., 1972; th
r!C b b
Anonaine Fresno & Canavate, r,c h r,h,c r,h,c
,C,S
1983; Bridg, 1984; P
Philipov et al., 1995
Cassady, 1990;
Salluja et al., 1990;
. Maeda et al., 1993;
Aporphine . r S h h
Chulig et al., 1995;
You et al., 1995;
Fatope et al., 1996
Benzyllioquinoline Maeda et al., 1993 S
Lizana & Reginato,
Caffeine s
1990
Corydine Oliver-Bever, 1986 h,s c,ris
Dehydroroemerine Chulia et al., 1995 r
o-Glaucine Oliver-Bever, 1986 c,rt,s
Isoboldine Philipov et al., 1995 r,h,c
Isocorydine Oliver-Bever, 1986 c,ris
Leboeuf et al., 1981;
Isoquinoline Maeda et al., 1993 s h,s,r.c
o Fresno &Canavate, ct,h,p,
Lanuginosine
1983 C,S
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Compuestos Referencias A.c. A.r. A.m Asse. | A.sq.
Fresno &Cariavate,
Liriodenin 1983; Morton, 1987; cLhp. r,C s r.h,c
Philipov et al., 1995 ©s
Norcorydine Oliver-Bever, 1986 c,ris
Norisocoryline Bhakuni et al., 1993 h
Pyrimidine-B-carboline Maeda et al., 1993 s
Otros compuestos
B-farnesene essential oil | Leal, 1990 h
o-pirene essential oil Leal, 1990 h
B-pirene essential oil Leal, 1990 h
Aliphatic ketone You et al., 1995 h
Alkanes You et al., 1995 h
Alkanols You et al., 1995 h
Aminoacids You et al., 1995 c
Amyl caproic acid Pinto & Silva, 1994 p
Amyloids Kooiman, 1967
Annosquamosins A,B
diterpenoids Wu et al., 1996 s f,c
Cherimoline Chen et al., 1998 t,h
Cherinonaine Chen et al., 1998 t,h
Coclamine Khan et al., 1997
Couximine Khan et al., 1997
Cohibins A,B Gleye et al., 1997 r
Dihydroferuloyltyramine Chen et al., 1998 t,h
Diterpenes Mukhophadhyay et r,ct
al., 1993
Ent-kaurenoides Fatope et al., 1996 crts,c
Bridg, 1964;
MacLeod &
Essential oils (others) Pieris1981; Jivoretz h,s h,r f f s,h
etal., 1998
Idstein et al., 1984;
Esthers You et al., 1995 p
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Compuestos Referencias A.c. A.r. Am. | Ase. | Asq.

Cassady, 1990;

Flavonoids Langanson et al., h
1994

Geranyl caproic acid Pinto & Silva, 1994 h
Adeogan &

Kaurane diterpenoids Durodola, 1976; t,h s c f,r
Maeda et al., 1993;
Wu et al., 1996

Lactam amide Chen et al., 1998 t,h

Limorene essential oil Leal, 1990 S

Monoterpenoids You et al., 1995 h

Murisolin Khan et al., 1997 p

n-trans-caffeoyltyramine | Chen et al., 1998 t,h

n-cis-caffeoyltiramine Chen et al., 1998 t,h

n-cis-

feruloymethoxytyramine Chen etal., 1998 Lh

n-cysferuloyltyramine Chen et al., 1998 t,h

n-fatty acyl tryptamine Maeda et al., 1993 s

n-p-coumaroyltyramine Chen et al., 1998 t

n-trans

feruloylmethoxytyramine Chen etal., 1998 Lh

n-trans feruloyltyramine Chen et al., 1998 t,h

Purine Chen et al., 1998 t

Reticulin Khan et al., 1997 p

Rhamnoside Salluja et al., 1990 h,s
Salluja et al., 1990;

Saponins Langanson et al., h s
1994

Sesquiterpenoids You et al., 1995 h

Stepharine Khan et al., 1997 p

Steroids Chen et al., 1998 t

Sterols You et al., 1995 h
Burkill, 1996;

Tannins Langanson et al., h h p h
1994
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Compuestos Referencias A.c. A.r. A.m Asse. | A.sq.
Trans orimene essential
. Leal, 1990 S
oils
Volatiles (terpenes
hydrocarbons, esters, Idstein et al., 1984 p

carbonyls)

Abreviaturas : r-raices ; cr-corteza de raiz; t-tallo; ct-corteza del tallo; h-hoja; f-fruta; p-pulpa; c-

corteza; s-semilla.

A.c- A. cherimolia; A.r- A. reticulata; A.m- A. muricata; A.se- A. senegalensis y A.sq- A.

squamosa.
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APENDICE B

Especies de Annona usados en la Medicina actual [169].

Tabla 11. Algunos usos de especies de Annona en la medicina actual.

Annona cherimolia, A. reticulata, A. muricata, A. senegalensis y A. esquamosa.

EFECTOS
BIOACTIVOS EN | COMPUESTOS REFERENCIAS A.c.| Ar. | Am. | Ase. | Asq.
HUMANOS
. Salluja & Santini, 1990;
Aborto Desconocido s S
Asolkar et al., 1992
Prolapso anal Desconocido Chao-Ming et al., 1997 h h
Murisolin,
couxine,
Asolkar et al., 1992; Khan
Antibacterial couclamine, h +
. et al., 1997
stepharine,
reticuline
. 16317 dihydroxy
Anti-VIH Wou et al., 1996 f
kauran19oic acid
Propiedades Aceites Calzavara et al., 1987; h
antineuralgicas esenciales Moura, 1988
Probablemente
Actividad acetogeninas y Calzavara et al., 1987;
antiparasitaria y aceites Bories et al., 1991; S s,h
anihelmintica esenciales Philipov et al., 1994
Probablemente
flavonoides, -
. Moura, 1988; Philipov et
. . alcaloides, .
Antiespasmodico . al., 1994; Chulia et al., r h,s
taninos y
. 1995
saponinas
. . Langanson et al., 1994
Antiulceroso Flavonoides h
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efectos
bioactivos en Compuestos Referencias A.c.| Ar. | Am. | Aes. | Asq.
humanos
Calzavara et al., 1987;
Astringente Desconocido Asokar et al., 1992; Khan f c h,f
et al., 1997
. . o . Calzavara et al., 1987;
Dispepsia atonica | Desconocido f
Khan et al., 1997
Rupprecht et al., 1990;
Acetogeninas, Bories et al., 1991;
. alcaloides, Asolkar et al., 1992;
Contra piojos y .
. flavonoides, Langanson et al., 1994; s h,s,p s h,s,f s
chinches ,
taninos y Hernandez &Angel, 1997;
saponinas abubaka & Abdurham,
1998
Ardor de garganta | Resinas Lizana &Reginato, 1990 s h
Cassady, 1990; Asolkar et
al., 1992; Chang et al.,
1993; Hopp et al., 1994;
Wu et al., 1995; You et al.,
. Cauranos,
Tratamiento . . 1995; Fatope et al., 1996; s,r.ct,
diterpenoides, . s s,h,c c
contra el cancer . Hopp et al., 1996; Reiser h,c
acetogeninas
et al., 1996; Sahpaz et al.,
1996; Zeng et al., 1996;
Hopp et al., 1997; Kim et
al.,, 1998 a
. . Lizana & Reginato, 1990;
Catarsis Desconocido S
Asolkar et al., 1992
Agentes h,c,

g. . . Flavonoides Cassady, 1990 hef, | hef, | hef, | hefr
quimiopreventivos frrs| rs rs rs ,S
Dolor de pecho Desconocido You et al., 1995 r,h

Murisolin,
couxine,
Colicos couclamine, Khan et al., 1997 f
stepharine,
reticulin
Convulsiones Desconocido You et al., 1995 r,h
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Efectos
bioactivos en Compuestos Referencias A.c.| Ar. | Am. | Ase. | Asq.
humanos
Depresion ,
. Bories et al., 1991; Chao-
(sedante, Alcaloides, otros . h h r
oo Ming et al., 1997
ansiolitico)
Diabetes Desconocido Calzavara et al., 1987 h
Alcaloides,
o Calzavara et al., 1987;
murisolin,
. Leal et al, 1990; Asolkar
couxine, N
Diarrea, disenteria . et al., 1992; Philipov et al., c hfr [ rc,h +
couclamine,
, 1995; You et al., 1995;
stepharine,
o Khan et al., 1997
reticulin
o . Calzavara et al., 1987;
Diuretico Desconocido f
Khan et al., 1997
Calzavara et al., 1987;
Emetico Resinas Lizana & Reginato, 1990; s s +
Asolkar et al., 1992;
Alcaloides,
. flavonoides, Calzavara et al., 1987;
Inflamacién ocular . - f h
taninos, Philipov et al., 1995
saponinas
o . You et al., 1995; Fatope et
Filariosis Desconocido r,h
al., 1996
Procesos
o Leal et al, 1990;
gastricos y ,
. . Alcaloides, Langanzon et al., 1994;
digestivos, . .
flavonoides, Voight et al., 1995;
enfermedades . - h h r,c,h h,r
. . taninos, Philipov et al., 1995; You
intestinales en ,
saponinas et al., 1995; Khan et al.,
general, como
: 1997
tonico o laxante
Hemolisis de
globulos rojos Saponinas Salluja & Santani, 1990 s
Inmunosupresor Acetogeninas Ruprecht et al., 1990 rs s r.n,s | h,s s
Fotofobia intensa | Resinas Liza & Reginato, 1990 s
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APENDICE B

Efectos
bioactivos en Compuestos Referencias A.c.| Ar. | Am. | Ase. | Asq.
humanos
Enfermedad del
higado, ictericia Acidos Calzavara et al., 1987 p
Murisolin,
couxine,
Malaria couclamine, Khan et al., 1997 f
stepharine,
reticulin
Impotencia sexual
masculina Alcaloides You et al., 1995 r,h
Calzavara et al., 1987;
Nausea y vémito Resinas Lizana & Reginato, 1990; s f,s
Khan et al., 1997
Murisolin,
couxine,
Edema couclamine, Khan et al., 1997 f
stepharine,
reticulin
Calzavara et al., 1987;
Pie de atleta Acidos Asolkar et al., 1992; S p
Philipov et al., 1995
Murisolin,
couxine,
Ulceras pepticas couclamine, Khan et al., 1997 f
stepharine,
reticulin
Williamson, 1974; Vogt,
Neumonia Desconocido 1995 c,h +
Dilatacion de la . . .
oupila Resinas Lizana & Reginato, 1990 s
Purgante Alcaloides Leal, 1990 r
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APENDICE B

Efectos
bioactivos en Compuestos Referencias A.c.| Ar. | Am. | Ase. | Asq.
humanos
. Murisolin,
Erupciones, .
couxine, Asolkar et al., 1992; Khan
llagas, .
couclamine, et al., 1997; Voght, 1995; h
enfermedades de .
. stepharine, Chen et al., 1998
la piel o
reticulin
Problemas Aceites Calzavara et al., 1987; h
reumatolégicos esenciales Moura, 1988
Probablemente Calzavara et al., 1987;
Escorbuto o f
vitamina C Khan et al., 1997
Mordedura de . Philipov et al., 1995; Vogt,
Alcaloides c,h
serpiente 1995; You et al., 1995
Enfermedad de la , ,
Alcaloides Chao-Ming et al., 1997 r
columna vertebral
Hinchazén Desconocido Chao-Ming et al., 1997 h
. o Alcaloides, You et al., 1995; Fatope et
Tripanosomiasis . h
flavonoides, tros | al., 1996
Asolkar et al., 1992;
Enfermedades , -
Alcaloides Philipov et al., 1995; Vogt, r,h +
venereas
1995; You et al., 1995
. Nonfon et al., 1990;
Aceites ,
. Bories et al., 1991;
. esenciales,
Infeccion por . Asolkar et al., 1992;
alcaloides, i s s h,s r,c
gusanos . Cortés et al., 1993;
flavonoides, .
. Philipov et al., 1995; Vogt,
acetogeninas
1995; You et al., 1995

Abreviaturas : r-raices ; cr-corteza de raiz; t-tallo; ct-corteza del tallo; h-hoja; f-fruta; p-pulpa; c-corteza; s-

semilla, + - Planta completa.
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