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RESUMEN

Tagetes lucida Cav. es una planta ancestral comunmente conocida como “pericon”
o “yahutli”. Las partes aéreas de esta especie son utilizadas para preparar
infusiones o tinturas, las cuales consumen tradicionalmente las personas con la
finalidad de producir efectos tranquilizantes, que en términos de filiacién cultural
denominan “para tratar los nervios” y “para el susto”. Ademas, se usa para aliviar
otras afecciones, tales como infecciones gastrointestinales, aliviar el dolor conocido
como colico menstrual, y el muscular y reumatico. Farmacologicamente se han
reportado sus propiedades como antibacterial, insecticida, citotdxica, antioxidante,
antidepresiva y ansiolitico-sedante. Sin embargo, estudios para validar sus
propiedades medicinales como analgésico y/o antiinflamatorio son escasas. Por lo
anterior, la importancia de realizar investigacion que refuerce la eficacia y seguridad
del uso tradicional para el alivio de dolor como lo indica su uso popular es de interés
para esta tesis.

El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta antinociceptiva producida
por extractos etandlicos de las partes aéreas de T. lucida usando un modelo de
dolor nociceptivo denominado como la prueba de la formalina en ratas. El efecto de
una mezcla de flavonoides y diversas fracciones obtenidas del extracto, asi como
participacion de algunos receptores en su posible mecanismo de accién también
fueron explorados. En los experimentos se trabajo con ratas para inducir el modelo
de dolor nociceptivo con la prueba de formalina al 1%. Las fracciones obtenidas por
separacion en columna abierta se resuspendieron en el vehiculo y se administraron
en dosis de 1 a 100 mg/kg, via i.p. y se compararon con la respuesta obtenida por
un farmaco de referencia diclofenaco (50 mg/kg, via i.p.). Las curvas dosis-
respuesta (1, 3, 10 y 100 mg/kg) muestran un efecto dosis dependiente y efecto
antinociceptivo significativo desde 3 mg/kg. La respuesta antinociceptiva de T.
lucida fue bloqueada con los antagonistas naloxona y WAY100635 indicando la
participacion de receptores inhibidores del dolor tales como los opioides enddégenos
y el 5-HT1a de serotonina. Los resultados permiten dar evidencia de las propiedades
analgésicas atribuidas a T. lucida en la medicina tradicional para aliviar el dolor

muscular e inflamatorio.



1. Marco teérico

11 Epidemiologia del dolor

El dolor crénico es un problema de salud entre la poblacion debido al impacto que
causa en la calidad de vida de las personas. Esto no solo llega a provocar
incapacidad para llevar a cabo las actividades diarias, sino que también repercute
en el estado mental de las personas que lo padecen ocasionando comorbilidad con
afecciones del sistema nervioso central como la depresion y la ansiedad, entre otras
(Smith y cols., 2001). Pacientes con este problema, llegan a hacer uso de los
servicios de salud hasta cinco veces mas que personas sin este problema. Lo
anterior suscita que la cifra destinada para gastos médicos aumente (Neville y cols.,
2008).

La prevalencia del dolor cronico varia de acuerdo a los diferentes autores
estimandose en un rango del 7% hasta un 80% (Smith y cols., 2001; Covarrubias y
cols., 2010) dependiendo de su etiologia y la poblacién estudiada.

1.2 Definiciéon

El dolor es definido por la Asociacion Internacional para el Estudio del dolor (IASP,
por sus siglas en inglés) como una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociado a un dafio tisular o potencial descrito en términos de dicho dafio (Merskey,
1979). Dicho en otras palabras, el dolor tiene un componente cognitivo y se describe

en términos de sufrimiento.

1.3 Clasificaciones de dolor

La nocicepcion se refiere al proceso fisioloégico que causa dolor y comprende los
procesos de transduccion, conduccién, transmision y percepcion. El dolor es una
sensacion fisioldgica vital y un sistema de alarma que anuncia la presencia de

estimulos potencialmente dafinos (Woolf, 2004). Hay diferentes clasificaciones de




dolor que hacen referencia a su duracion, patogenia, curso, fisiopatologia y segun

su respuesta a los farmacos.

Segun la duracién, se divide en:

e Agudo: producido por estimulos somaticos o viscerales, aparece abruptamente y
es de corta duracion.

e Cronico: dolor persistente, cualquiera que sea su intensidad, dura mas de un
mes.

Segun su patogenia:

e Dolor nociceptivo: se da como respuesta una lesion tisular que activa receptores
especificos de dolor llamados nociceptores. Los nociceptores son sensibles a
estimulo nocivos como frio, calor, vibracion o estiramiento y/o sustancias
guimicas liberada por tejidos en respuesta a falta de oxigeno, destruccion de
tejidos o inflamacion (OMS, 2012).

¢ Dolor neuropético: causado por el dafio estructural y la disfuncién de las neuronas
del Sistema Nervioso Central (SNC) o periférico. Ya sea por invasion directa del
tumor o por infecciones en un paciente debilitado (Colloca et al., 2017).

Segun el curso:

e Continuo: persistente a lo largo del tiempo y no desaparece.

e Irruptivo: dolor moderado o intenso que aparece sobre el dolor crénico. Puede
comenzar inesperadamente o de forma previsible.

De acuerdo a su fisiopatologia:

e Dolor somatico: causado por activacion de nociceptores presentes en tejidos
superficiales o en tejidos profundos tales como huesos, articulaciones, musculo
o tejido conectivo (OMS, 2012).

e Dolor visceral: causado por activacién de nociceptores localizados en visceras,
debido a la infiltracion, distencion o compresion de érganos en el térax o cavidad
abdominal.

Segun a su respuesta a farmacos:
¢ Responde a opiaceos: dolores viscerales y somaticos.
e Parcialmente sensible a opiaceos: dolor 6seo y dolor por compresion a nervios

periféricos.



e [Escasamente sensible a opiaceos: dolor por espasmos de la musculatura
estriada y el dolor por infiltracién y destruccidon de nervios periféricos (éste es
conocido como dolor disfuncional y solo responde a antidepresivos o

anticonvulsivantes) (Puebla, 2005).

1.4 Neurofisiologia del dolor

La transmision de estimulos nociceptivos sufre una compleja modulacion desde el
impulso nervioso a nivel periférico hasta la percepcion como sensacion dolorosa.
Los estimulos dolorosos son transducidos a través de potenciales de accion en
neuronas especializadas llamadas nociceptores, los cuales tienen una gran
variedad de receptores sensibles a estimulos térmicos, mecanicos y quimicos, por
esta razon son llamados polimodales (Romera y cols., 2000). Su principal funcion
es diferenciar los estimulos inocuos de los lesivos. Histologicamente son
terminaciones periféricas de las neuronas bipolares que tienen su soma en los
ganglios raquideos y cuyo axon penetra en el asta dorsal de la médula espinal.
Existen también un grupo de nociceptores denominados silentes o dormidos,
normalmente no son activados por estimulos mecanicos y se vuelven activos
durante la inflamacién, al exponerse al factor de crecimiento nervioso (NGF), un
mediador de la inflamacion, contribuyendo asi a la hiperalgesia (Romera y cols.,
2000).

Figura 1. Esquema de la terminal de un nociceptor periférico. Modificado del Woolf, 2004.

.




El proceso neural de la transmision del dolor comprende:

Transduccién: los nociceptores responden a diferentes estimulos
térmicos, mecanicos 0 quimicos y canales ionicos especificos o receptores
acoplados a proteinas G que estan involucrados en la conversion del estimulo en
sefales eléctricas. Estos canales generan una corriente eléctrica a través de su
apertura, permitiendo la entrada de iones Na* o Ca?* o cerrando el canal si este es
responsable de le entrada de algun ion hiperpolarizante. Es en las fibras nerviosas
donde se inicia la despolarizaciéon y la transmision de los impulsos dolorosos hacia
la médula (Romeray cols., 2000).

Las fibras nerviosas son de 2 tipos:

Las fibras A-0 que son mielinicas, su diametro va de 1-5 pum, su velocidad de
conduccioén es rapida de media entre 4 a 30 ms™t. Conducen sefiales de dolor de
corta latencia que precisan respuestas rapidas.

Las fibras C son amielinicas, su diametro es de 0.3 a 1.5 pum, su velocidad
de conduccién es lenta entre 0.4 a 2 ms™. Transmiten estimulos nociceptivos
térmicos, mecanicos y quimicos e informan sobre sensaciones de dolor de latencia
mas larga (Romera y cols., 2000).

Transmision: se refiere a la propagacion de los potenciales de accion, que
viajan desde las terminales periféricas a lo largo de los axones a la terminal central
de nociceptores en el SNC (Woolf, 2004). La sefial periférica es transmitida a la
médula espinal, luego al tdlamo y finalmente a la corteza cerebral. Las fibras
nerviosas aferentes viajan en el tracto de Lissauer, el cual esta localizado en la
sustancia gris del asta dorsal espinal, la cual esta dividida en seis capas o laminas,
cada una de las cuales recibe fibras aferentes nerviosas de tipos especificos. La via
mas importante para el ascenso de sefiales aferentes de dolor de la médula espinal
a la corteza es el haz espinotalamico y se subdivide en: neoespinotalamico y
paleoespinotalamico. La funcion del haz espinotalamico es discriminar entre
diferentes aspectos del dolor: localizacion, intensidad y duracion. Las neuronas de
segundo orden en el asta dorsal de la médula espinal tienen la capacidad de
cambiar su patron de respuesta en circunstancias de descarga sostenida de las

fibras aferentes (Zegarra, 2007).
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Modulacion: La liberacion de neurotransmisores como sustancia P y
glutamato (GLU) transmiten la sefial de la periferia a los nociceptores aferentes. El
GLU es el neurotransmisor que interacciona de manera importante con receptores
aminoacido excitatorios NMDA y no NMDA. La sustancia P, interactia con
receptores acoplados a proteinas G para producir corrientes sinapticas lenta y mas
sostenidas que el GLU vy el factor neurotréfico actuan sobre el receptor tirosina-
cinasa para modificar la excitabilidad de la membrana.

La sensibilizacién central contribuye al fenbmeno de hiperalgesia y
alodinia. Los receptores opioides que se encuentran en las terminaciones nerviosas
periféricas, al ser activado por opioides enddgenos o exdgenos inhiben el haz
aferente. De este modo la morfina actia sobre el receptor opioide |, promueve la
apertura de canales de K*, que da lugar a la carga negativa intracelular, la cual
hiperpolariza al nociceptor, resultando en una disminucion de la actividad del
nociceptor: analgesia.

Las endorfinas activan el sistema descendente. Dicho sistema se activa
alrededor de la sustancia gris periacueductal del mesencéfalo. Neuronas en esta
region se proyectan a la formacion reticular medular y al locus coeruleus, donde se
produce serotonina y norepinefrina respectivamente. Las fibras descendentes se
proyectan hasta el funiculus dorsolateral del asta dorsal de la médula espinal para
la sinapsis con la neurona aferente primaria. Las neuronas moduladoras
descendentes del dolor liberan neurotransmisores en la médula espinal, activan
interneuronas que liberan opioides en el asta dorsal espinal (Zerraga, 2007).

Percepcion: Es el proceso final en que la transduccion, la transmision y la
modulacion interactian con una serie de otros fenomenos individuales, creando la

experiencia subjetiva y emocional denominada dolor (Bell, 2018)

1.5 Proceso inflamatorio

Enfermedades y lesiones a menudo resultan en dolor que no se explica Unicamente

por la transduccién de estimulos nocivos, sino también como resultado de la

.



generacion de factores enddgenos que pueden activar terminaciones nerviosas,
esto comprende en el proceso llamado inflamacion (Bell, 2018).

Calor, rubor, dolor y edema son los signos caracteristicos de la inflamacion y
pueden ser de diferente naturaleza dependiendo de la causa, como son la presencia
de agentes quimicos o fisicos, traumatismos, necrosis, microorganismos patdogenos
0 reacciones inmunitarias (Villalba, 2014).

El reclutamiento de macréfagos en la zona dafiada se da por un proceso de
guimiotaxis. En este proceso las células son atraidas al sitio dafiado, por un
gradiente de concentracion de una molécula atrayente como son la IL-8, Cba,
histamina, leucotrieno (LT), lipopolisacéridos, restos de fibrina o coldgeno. Las
células tisulares (cebadas, queratinocitos, fibroblastos) adyacentes a la zona
lesionada son las primeras en llegar, son activadas y promueven la inflamacion.
(Vega, 2008).

La vasodilatacion permite que aumente le permeabilidad y por tanto se
produzca un edema. Las células que coadyuvan en el proceso inflamatorio son los
mastocitos que se encuentran en tejidos periféricos y liberan histamina, bradicinina,
eicosanoides, serotonina. Estas aumentan el flujo de sangre al area inflamada, lo
cual aumenta la temperatura y produce enrojecimiento local. También participan
algunos mediadores como son las citocinas, estas se encuentran en el citoplasma
y su papel es indispensable ya que liberan sustancias que generan la inflamacion.
La infiltracion de células sanguineas es esencial durante el proceso inflamatorio.
Conforme transcurre el tiempo y se va dando la inflamacién, el dolor a menudo
evolucionay se presenta la hiperalgesia, esto significa que hay un aumento del dolor
al estimularse el area afectada. Del mismo modo el umbral de dolor disminuye, esto
altimo se conoce como alodinia (Vega, 2008).

Sustancias como TNFa, IL-13, NGF y prostaglandinas E2 (PGEZ2) producen
hiperalgesia y al neutralizarlas se reduce el dolor en modelos de inflamacion. En
cuanto al ON, éste es un mediador de analgesia a nivel del SNC principalmente y
en menor cantidad a nivel periférico. El 6xido nitrico se induce en tejidos inflamados,

probablemente a través de las sintasas de ON inducible y neuronal (iNOS y nNOS).

.



Los donadores de ON contribuyen al dolor en el proceso inflamatorio y los
inhibidores de estos donadores como lo es la PGE2 pueden llegar a reducir la
hiperalgesia.

Muchos de los mediadores de la inflamacion actuan directamente en las
terminales de los nociceptores que inervan la zona afectada. Estas neuronas
expresan receptores para TNFa, IL-1B, NGF, IL-6, LIF, histamina, bradicinina y
prostanoides. La bradicinina actla sobre receptores B2 en los nociceptores y a
través de una proteina de diacilglicerol, fosforila una cinasa y esto produce que se
abran canales de protones. Los canales TRPV1, también estan sensibilizados, que
podria explicar el calor inducida por bradicinina. En el caso de las PGs secretadas
por la ciclooxigenasa 1y 2 (COX1y COXz, respectivamente) actian en una serie de
receptores prostanoides en nociceptores. Activan la adenilatociclasa en estas
neuronas, elevando la concentracion de AMP ciclico (AMPc), que sensibiliza las
terminales nerviosas, aumentando las concentraciones de sodio (Marchand y cols.,
2005).

1.6 Terapéutica del dolor

Para el tratamiento del dolor se encuentran indicados una amplia gama de
medicamentos. En ese sentido, la OMS design6 una escala de dolor que es de
ayuda en la prescripcion de analgésicos y es sugerida como una estrategia para
manejar el dolor crénico. Cabe mencionar que medicamentos desarrollados para el
tratamiento de enfermedades no relacionadas con el dolor como como
antidepresivos, anticonvulsivantes, neurolépticos, ansioliticos y corticoesteroides
son empleados en ocasiones, y con buenos resultados, para sindromes de dolor
crénico como en el caso de metastasis de hueso, dolor neuropatico y dolor visceral
donde se utilizan como analgésicos secundarios en cuadros dolorosos donde
fracasan los analgésicos tradicionales o primarios (Torre-Mollinedo y cols., 2007).
Es importante recalcar que no son tratamientos de primera linea y que su uso debe

estar indicado y supervisado por un experto de la salud.
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1.7 AINEs

Los AINEs tienen tres principales funciones; efecto antiinflamatorio, analgésico y
antipirético. Ejemplos de ellos son el paracetamol, el acido acetilsalicilico, la
indometacina, la nimesulida, siendo el junto y el ibuprofeno, son los AINEs mas
ampliamente usados en el mundo, seguidos por el naproxeno, piroxicam y

ketoprofeno (Haley y cols., 2018).

Opiodes potentes

El dolor persiste o

se incrementa -Buprenorfina

-Morfina + Adyuvante
-Fentanilo

Opiodes débiles

El dolor persiste o

-Codeina
-Tramadol +Adyuvante
-Dihidrocodeina

se incrementa

Analgésicos no opiodes

-AINE

-Paracetamol * Adyuvante
-Metamizol

Figura 2. Escala analgésica de dolor segun la OMS.

1.7.1 Mecanismo de accidén

La accién principal de estos farmacos es la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa
(COX) de &acidos grasos y, por tanto, la inhibicibn de la sintesis de PGs y
tromboxanos. Las PGs promueven la inflamacion y la agregacion plaquetaria, son
liberadas por células nucleadas y se encuentran en casi todos los tejidos (Haley y
cols, 2018).

Los AINES actuan como inhibidores reversibles de la COX, uniéndose a una

molécula de arginina, que esta presente en ambas isoformas de la enzima COX e




inhibiendo la funcién enzimatica debido al impedimento estérico (Haley y cols.,
2018). Principalmente se conocen 3 isoenzimas, COXi1, COXz2, COXs. La COXi es
constitutiva que se encuentra en casi todos los tejidos. Participa en la homeostasis
tisular, se ocupa de la sintesis de PGs implicada en la citoproteccién gastrica,
agregacion plaquetaria, autorregulacion dinamica renal y el comienzo del parto. La
COXz es inducida en células inflamatorias al activarse la IL-1 y el TNF-a. En ese
sentido, se puede decir que la isoenzima COX:z es responsable de la produccion de
mediadores prostanoides implicados en el proceso de la inflamacion (Haley y cols.,
2008). En el caso especifico del diclofenaco se ha encontrado que es un potente
inhibidor de la sintesis de prostaglandinas, en comparacion con otros AINEs como

el naproxeno e ibuprofeno (Kantor, 1986).

/[&cido araquiddénico }\

< v,
COX-1 COX-2
J Acido géstrico /N Flujo sanguineo
N Moco Gl renal
J J Inflamacidn (Dolor, fiebre)
y

M Agregacion plaquetaria

Figura 3. Mecanismo de accion de AINES. (Modificado de Haley, 2018)

1.8 Opiaceos

Por su parte los farmacos que actlian sobre receptores de tipo opioide tienen tres
receptores posibles. El receptor pu es activado por morfina y ocasiona analgesia

supraespinal, depresion respiratoria, bradicardia, miosis, dependencia, euforia y




sedacion. El receptor Kk, media la analgesia espinal, sedacién, miosis, depresién de
reflejos flexores y el receptor o, media la disforia, alucinaciones, midriasis y
taquicardia.

Agonistas puros: Son opiaceos que se comportan como agonistas
preferentes y en ocasiones selectivos. Muestran la maxima actividad intrinseca.
Ejemplo de ello son la morfina, el fentanilo y la metadona.

Agonistas-antagonistas mixtos: Son capaces de actuar sobre mas de un
receptor, concretamente el y y el K; sin embargo, tienen comportamientos
diferentes; sobre el K se comportan como agonistas y en el receptor p lo hacen como
agonistas parciales o antagonistas. Ejemplo: nalorfina, pentazocina, butorfanol y
nalbufina.

Antagonistas puros: estos muestran afinidad por los receptores a opioides
pero carecen de actividad intrinseca; son afines a los tres tipos de receptores
aunque es mayor por g que por K y 8. La naloxona, naltrexona y diprenorfina son

ejemplos de esto (Vallejo, 2011).

1.8.1 Mecanismo de accién

Los opioides se unen a receptores en terminaciones nerviosas pre y post-sinapticas
gue impiden la liberacion de un neurotransmisor excitador. Los opioides producen
efecto analgésico por la:

1) inhibicion del transporte de Ca?* en la membrana presinaptica, lo cual
inhibe la liberacion de un neurotransmisor llamado sustancia P.

2) hiperpolarizacién de las células presinapticas, debido a un aumento en
el transporte de K* evitando que las sefiales sigan la via aferente y se extienda a
las neuronas adyacentes.

3) modulacion a nivel central de la respuesta nociceptiva en el sistema
limbico (Vallejo, 2011).

La modulacion del sistema opioide mediante el uso de antagonistas
especificos o inespecificos de sus receptores puede tener un papel terapéutico en

el manejo sintomatico de diferentes contextos, incluyendo la intoxicacion aguda por




opiaceos, la dependencia a opioides, y la reduccion de reacciones adversas de
agonistas opioides utilizados en el manejo del dolor cronico. Ademas, la naloxona
es uno de los antagonistas no selectivos de primera eleccién en la busqueda de
evidencia de la participacion de los receptores a opioides como mecanismo de
accion de farmacos analgésicos (Nava-Mesa et al., 2015).

Los efectos analgésicos de opiaceos pueden eludirse por la lesion del nudcleo
magno del rafe, estructura con abundantes terminaciones serotoninérgicas cuya
eliminacién hace desaparecer los efectos analgésicos de la morfina. Esto se debe
a que la estimulacion de este nucleo aumenta de la liberacion de serotonina
extracelular a nivel del asta posterior medular y del liquido cefalorraquideo para
generar dicha analgesia. Los antagonistas selectivos de receptores inhibidores de
serotonina como el WAY100635 que se utiliza para el bloqueo de receptores 5-HT1a,
producen la misma eliminacion del efecto analgésico siendo utiles en la busqueda
de mecanismos involucrados en la modulacién del dolor y en el efecto de los

farmacos analgésicos (Serrano-Atero et al., 2002).

1.9 Efectos adversos

El uso de los medicamentos analgésicos (AINES) se ve limitado por la presencia de
los efectos adversos (Salido y cols., 2001). El dafio en la mucosa gastrica como
Ulcera gastrica es uno de los mas comunes y principales efectos adversos (Wallace
y cols., 2000). Por su parte, los farmacos de tipo opioide pueden ocasionar
dependencia y tolerancia, entre otros (Koepke y cols., 2018). Es importante hacer
un uso adecuado de estos farmacos y valorar el riesgo-beneficio, asi como realizar
evaluaciones periédicas para distinguir entre una buena adherencia al tratamiento
y el abuso por parte del paciente. La dependencia fisica es una respuesta fisiologica
a la abstinencia, en pacientes que han recibido el tratamiento continuamente y la
tolerancia es un fendmeno farmacoldgico en el que se requiere incrementar la dosis
del farmaco para lograr el efecto analgésico. Lo anterior no supone progreso en la

enfermedad (Vallejo, 2011). Debido a lo anterior existe la necesidad continua de




buscar nuevas alternativas de terapéutica como en la medicina tradicional

mexicana.

1.10 La medicina tradicional

El uso de plantas para el tratamiento de diversas enfermedades se remonta a
civilizaciones antiguas de todo el mundo. La Medicina Tradicional China, por
ejemplo, es famosa por el uso de hierbas como parte importante de la medicina
alternativa y complementaria. Dicha practica data de hace miles de afios y se ha
extendido por Japon y otros paises asiaticos (Wang y cols., 2018). La medicina
Ayurvédica es un sistema de medicina tradicional de la India, esta incluye la
descripcion de mas de 500 signos y sintomas de diferentes enfermedades de las
gue se reporta el uso de 700 especies de plantas y 6000 formulaciones que se
pueden elaborar para el tratamiento de estas (Farooqui y cols., 2018)

En México las culturas Maya y Azteca emplearon las plantas como
medicinales. Con la llegada de los espafioles se introdujeron nuevos conocimientos
y productos del Viejo Mundo, de este modo el arsenal de medicina natural de
América se incrementé. Las personas optan por este tipo de alternativas de
tratamiento porque se dice que son baratas y se cree que no producen riesgos 0 no
hay posibilidad de reacciones alérgicas u otros efectos adversos, ya que se asocian
con lo natural, lo cual no siempre se cumple (Cruz y cols., 2017).

Se estima que alrededor de 70, 000 plantas son utilizadas ethomédicamente
alrededor del mundo (Uritu y cols., 2018). De acuerdo a la OMS, cerca del 80% de
la poblacion mundial elabora remedios que tienen como base estos recursos
naturales y esto podria explicarse dada la suposicion de alta efectividad, bajo costo
y la disminucién de efectos adversos.

En ese sentido, la herbolaria provee de plantas que producen sustancias
gue pueden ser bioactivas en muchos campos de la medicina, y algunas se han
aislado con potencial uso para tratar el dolor (Céspedes y cols., 2016). No obstante,
muchas de estas plantas no cuentan con evidencias cientificas que avalen o

refuercen el uso popular.




1.10.1 Tagetes lucida Cav.

Tagetes lucida Cav. es una planta endémica de México y América Central
comunmente llamada Santa Maria, “yahutli”, “pericon”, hierbanis, anicillo. Es una
planta perene, muy perfumada y mide entre 40 y 50 cm de alto. Cuenta con hojas
opuestas ovado-lanceoladas, borde dentado con glandulas oleosas. Las cabezas
de la flor salen en grupos densos de 1 cm de diametro, su color es amarillo, o

amarillo-anaranjadas (Barba, 2015).

Figura 4. Tagetes lucida Cav. Foto tomada durante su colecta en el Municipio de San Cristobal, Ecatepec,
Estado de México. Foto por: Claret Gutiérrez Valentino.

Aungue el uso ritual y medicinal del pericon prevalece en diferentes
regiones del pais, en el Estado de Morelos se ha centrado especial atencién en
cuanto al estudio de su uso tradicional. En Morelos, el pericon crece principalmente
en la parte norte, en lugares altos con climas templados y frios, y se le encuentra
silvestre en el campo, en lugares planos y en las barrancadas. Segun el
conocimiento popular, la recoleccion debe hacerse cuando se ha completado su
crecimiento; si las lluvias son oportunas y abundantes, en el mes de junio brota la
plantula, se desarrolla en julio, a mediados de agosto presenta sus inflorescencias
y en septiembre ya esta floreando, hasta entonces se debera cortar (Sierra, 2008).




Figura 5. Estado de Morelos. Los habitantes de esta region ain conservan la practica de rituales tradicionales
debido a su dependencia de la agricultura, para lo cual hay necesidad de lluvias abundantes y oportunas (Sierra,
2008). Modificada de INEGI, 2008.

1.10.2 Antecedentes histoéricos

El pericon o yahutli es relevante tanto histérica, religiosa y medicinalmente, En
principio por su relacion estrecha con Tlaloc y més tarde con San Miguel Arcangel,
se cree que ambos tienen poder sobre los fenbmenos atmosféricos, que los
relacionan con el ciclo agricola. A Tlaloc se le atribuia el poder de enviar la lluvia,
hacer crecer la vegetacion y por ende, brindar el alimento necesario para la vida;
pero también era responsable de las tormentas que podian destruir cultivos y causar
hambrunas. Se sabe que se realizaban rituales al quemarla con incienso en los tres
momentos del ciclo agricola; siembra, crecimiento y cosecha del maiz. En dos
cbdices se mencionan los usos del yahutli; el Codice Florentino muestra una de las
primeras representaciones, describe su aspecto y propiedades medicinales y por su
parte el Codice de la Cruz Badiano, escrito por Martin de la Cruz y traducido al latin
por Juan Badiano, aunque hace referencia a los usos de esta planta, son varias las
plantas que por su nombre se relacionan con yahutli (Sierra, 2008).

En los registros se encuentra que esta planta fue usada por otras culturas
antiguas, como la Azteca que la llamaba Cempoalxochitl y en la Maya, ya que las
semillas de esta planta fueron halladas en el Templo Mayor en un contexto




ceremonial (Bye y Linares, 1999). Algunas fuentes refieren que la utilizaban para
tratamientos generales que incluyen los de tipo obstétrico, como son cdlicos,
diarrea, hemorroides, asi como calambres y dolor de cabeza, también para sanar el
piquete de alacran y en combinacion con el sebo de venado se utilizaba como
cataplasma sobre el hueso adolorido, ademas se le atribuye el curar fiebres
intermitentes y enfermedades por causas “divinas” como gota, rigidez en el cuerpo
y escupir sangre, ademas de enfermedades producidas por causas “naturales” por
ejemplo, hinchazones (Truijillo, 2017).

T. lucida Cav. fue utilizada de manera importante en rituales y ceremonias
porque se tenia la creencia popular de que aleja a las influencias demoniacas. De
hecho, actualmente en algunas regiones del Estado de Morelos y el Estado de
México, durante las fiestas de “San Miguel” el 29 de septiembre se elaboran
pequefias cruces hechas de flores de pericén y son colgadas en la entrada de
casas, negocios, iglesias, milpas (campos de maiz) y carros. Las personas usan la
planta en bafos (temazcal) y para sahumar las casas y personas (limpias), en
rituales para ahuyentar a los malos espiritus (Pérez-Ortega y cols., 2016).

También se sabe que es utilizada como condimento en platillos debido a

Su aroma a anis.

Figura 6. Cruz de pericon. Tomada en Tlayacapan, Morelos. Foto por: Dra. Gimena Pérez Ortega.




1.10.3 Antecedentes farmacoldgicos

T. lucida Cav. ha sido estudiada por sus propiedades farmacolégicas como
antibacteriano (Céspedes y cols., 2006), antifungico (Céspedes y cols., 2006),
insecticida (Céspedes y cols., 2006), antioxidante (Aquino y cols., 2002),
antidepresivo, (Bonilla-Jaime H. y cols., 2015), ademas como antinociceptivo en el
modelo in vivo de dolor visceral (Soria, 2011) y en organo aislado como
espasmolitico (Camacho, 2016; Ventura-Martinez et al., 2018). También se sabe
que tiene propiedades antihipertensivas y vasodilatadoras (Zufiga, 2013), asi como
efecto ansiolitico (Pérez Ortega y cols., 2016) y, recientemente, se ha reportado su
actividad como antihiperglicémico y antihiperlipidemia (Abdel-Haleem, 2017). En
2016, Pérez-Ortega y cols., reportan el uso tradicional que se le da a la planta a
través de un estudio etnobotanico donde curanderos y vendedores de plantas del
Estado de Morelos describieron que los usos que mayormente se le da actualmente
a la especie son para tratar problemas digestivos, dismenorrea y dolor muscular,
“frialdad”, para los nervios y en rituales. Sin embargo, no habia evidencia de su

actividad de tipo analgésica y/o antiinflamatoria.

1.10.4 Aspectos fitoquimicos de Tagetes lucida Cav.

Aquino y cols, 2002 aislaron diversos compuestos de esta especie, entre los que se
pueden mencionar el acido 3-(2-O-B-D-glucopiranosil-4-metoxifenil) propanoico y el
metil 3-(2-O-B-D-glucopiranosil-4-metoxifenil) propanoato, el acido cafeinico, y 6-
O-cafeoil-B-D-glucopirandsido, el acido 4-(B-D-glucopiranosiloxi) benzoico, el acido
galico y el 3-(2-O-B-D-glucopiranosil-4-metoxifenil) propanoico, ademas de la 7-
metoxicumarina.

Por su parte Céspedes en 2006, aislé diferentes cumarinas, tales como la
7,8-dihidroxicumarina, la umbeliferona (7-hidroxicumarina), la escoparona (6-7-
dimetoxicumarina), la  6-hidroxi-7-metoxicumarina, la esculetina (6,7-
dihidroxicumarina) y la escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina). La

dimetilfraxetina fue aislada en 2016 por Pérez-Ortega, adicionalmente la 7-




metoxicumarina fue identificada por Mejia-Barajas en 2012. También se han
encontrado compuestos como el 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-bitienil (BBTOAC), el [5-
(3-buten-1-inil)-2,2’-bitienil (BBT) y el 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2’-bitienil (BBTOH)
(Marotti y cols., 2010)

Por otro lado, del aceite esencial de esta planta se han podido extraer
compuestos entre los que predominan el metilchavicol, el estragol, el metileugenol,
el anetol y el (E)-B-ocimeno (Ciccio, 2004; Regalado y cols, 2011; Bicchi y cols,
1997).

1.10.5 Flavonoides

Tagetes lucida Cav. se ha caracterizado por la presencia de flavonoides, entre los
gue se pueden mencionar patuletina, isorramnetina, quercetina, quercetagetina 3-
O-arabinosilgalactésido (Céspedes y cols., 2006; Abadala, 1999), isorramnetina 7-
O-glucosido-B-D-glucopirandsido, guercetagenina-3-metileter-7-O-B-D-
glucopiranésido, 6-hidroxicanferol-O-B-D-glucopirandsido y quercetagenin-3,3-
dimetiléter (Aquino y cols., 2002). Ademas, las especies del género Tagetes se han
caracterizado por la presencia de 6-hidroxi y/o 6-metoxi flavonol agliconas y sus
derivados (Abdala, 1999).

1.11 Modelos experimentales

Los modelos animales permiten llevar a cabo investigacién basica detallando los
efectos de terapéuticas novedosas y de sus mecanismos de accion. Existen
modelos de dolor crénico y agudo que son utilizados para el estudio y desarrollo de
nuevos farmacos que pueden usarse en la terapéutica de éste. Para ello es
necesario que se sigan lineamientos éticos de experimentacion y estos recursos
sean usados conscientemente (Ortega y cols., 2002).

En ese sentido, la legislacibn mexicana contempla la NOM-062-ZO0-1999
gue establece el correcto cuidado, manejo y uso de animales con fines de

investigacion cientifica, pruebas de laboratorio y ensefianza. Esto con el objetivo de

o



garantizar la salud y buen uso de los animales de laboratorio, ademas de lograr
resultados confiables en la investigacion cientifica. Al utilizar modelos animales de
dolor se debe asegurar que los animales son expuestos al minimo dolor necesario
para lograr los objetivos del experimento y que la duracion sea lo méas corta posible,
ademas de que se debe justificar que la base de sus experimentos sea ética (Ortega
y cols., 2002).

1.11.1 Prueba de la formalina

Por la informacion que se pude obtener en la prueba de la formalina como modelo
de dolor nociceptivo es la apreciacion de una fase neurogénica (central) e
inflamatoria (periférico-central) con temporalidad aguda y crénica (Ortiz y cols.,
2008). Tiene como ventaja de que en la prueba se pueden contabilizar diferentes
conductas representativas de la manifestacion dolorosa que pueden ser aliviadas
por la accion de analgésicos, tanto de tipo opidceo como antiinflamatorios. Se puede
valorar desde un parametro de postura que comprende posiciones que protegen la
extremidad, pasando por un trabajo activo para aliviarlo como es el lamido de la

zona afectada o un parametro reflejo como son las sacudidas (Ortega y cols., 2002).




2. Planteamiento del problema

El dolor es un problema que afecta a un gran nimero de personas en el mundo, no
solo porque imposibilita realizar sus actividades, sino porque también interfiere en
su bienestar mental. Los tratamientos convencionales son eficientes en la mayoria
de los casos, pero causan efectos adversos que muchas veces complican el
padecimiento principal. Por esta razon, la necesidad de considerar nuevas
alternativas de tratamiento para el dolor es imperante. La medicina herbolaria ofrece
una opcion, ya que en el pais existe una gran biodiversidad de especies de plantas
y muchas de ellas son utilizadas en la medicina popular para el tratamiento del dolor
sin que haya evidencia cientifica que valide su uso. Tagetes lucida Cav. es utilizada
tradicionalmente como infusion y/o extractos hidroalcoholicos (tinturas) para tratar
dolor gastrointestinal 0 musculo-esquelético. En este trabajo se propone realizar
investigacion bésica preclinica para obtener evidencia de los efectos de tipo
analgésico que se le atribuyen a T. lucida Cav. en la medicina tradicional con el
objetivo de reforzar y respaldar su uso popular y tradicional. Asimismo se realizara
la busqueda de un potencial metabolito bioactivo de naturaleza flavonoide y la

participacion de un posible mecanismo de accion.

3. Hipétesis

Si las partes aéreas de Tagetes lucida Cav. son utilizadas en la medicina tradicional
para el alivio del dolor, entonces el extracto etandlico de estas producira efectos
antinociceptivo y/o antiinflamatorio en la prueba de formalina en ratas.

4. Objetivo General

Evaluar el efecto antinociceptivo y/o antiinflamatorio de extractos y fracciones ricas

en flavonoides de las partes aéreas de Tagetes lucida Cav. en un modelo

experimental de dolor.




5. Objetivos Particulares

e Realizar la colecta del material vegetal y preparar extractos crudos de T. lucida
Cav.

e Realizar el fraccionamiento del extracto crudo etandlico de T. lucida Cav. y
realizar la separacion e identificacion de fracciones abundantes en flavonoides.

e Evaluar los efectos antinociceptivos y/o antiinflamatorio de los extractos,
fracciones y/o flavonoides puros en la prueba de la formalina en ratas.

e Explorar la participacién de los receptores a opioides endogenos y 5-HTia de
serotonina como posible mecanismo de accion en la actividad antinociceptiva de

componentes quimicos de T. lucida Cav.

6. Materiales y método

6.1Equipo

Balanza analitica Sartorius BL210S

Balanza analitica para pesado de animales Ohaus 700/800 Series
Cajas de acrilico (27 cm x 40 cm x 20 cm)

Cilindro de acrilico de 21 cm de diametro x 25 cm de altura
Cronémetros

Contadores

Jeringas 1 mL

Evaporador rotatorio Blchi RE111
6.2Reactivos
Naloxona, WAY100635 y Tween 80 fueron comprados a Sigma (St. Louis MO,

USA), diclofenaco (AMSA Laboratorios). El vehiculo consistié en Tween 80 al 0.2%
en solucion salina (s.s. 0.9% NaCl). Formaldehido al 37% (J.T. Baker, México).




Silica gel 60 (Merck, S. A. de C.V.). Los estandares de los flavonoides fueron usados «

en las evaluaciones farmacolégicas como referencia positiva.

6.3 Preparacion del material vegetal

6.3.1 Colecta

La colecta del material vegetal se llevo a cabo en San Cristobal Ecatepec. Un
ejemplar se deposito en el Herbario Metropolitano UAMIZ, Departamento de
Biologia de la UAM identificado por la M en C Ana Rosa Lopez Ferrari. y se obtuvo

su No. de registro 82038 para espécimen de Tagetes lucida Cav.

6.3.2 Maceracion

Las partes aéreas del material vegetal (tallo, hojas y flores) se secaron a
temperatura ambiente y se cortaron en pequefios trozos para Su proceso por
maceracion a temperatura ambiente: Este consistio en colocar 496.9 g de las partes
aéreas de T. lucida en 5 L del disolvente hexano para desgrasar el material vegetal
a temperatura de 22+2°C durante 72 horas por 3 veces. El residuo vegetal fue
separado después de la filtracion y se macerd en 3 L de etanol absoluto durante 72
horas por 3 veces para obtener un filtrado final. Los disolventes fueron removidos

con ayuda de un evaporador rotatorio.

6.3.3 Fraccionamiento y purificacion

El extracto crudo etandlico (15 g) se fraccioné inicialmente en columna abierta
utilizando 250 g de silica gel 60 GF254 con disolventes tales como: hexano, acetato
de etilo y etanol en incremento de polaridad. Del fraccionamiento se obtuvieron 14
fracciones descritas en la tabla 1. Cabe mencionar que en el inicio del proceso de
separacién por columna abierta se precipitd un sélido de color café-verdoso, el cual

fue separado para permitir la continuidad del fraccionamiento. Dicho precipitado se



denomind fraccion 1, se lavé con hexano y se disolvié en metanol para ser filtrado.

El filtrado se pesoé y se dejé secar para obtener cristales de color amarillo.

6.3.4 Identificacion preliminar por cromatografia de liquidos de

ultraresolucion (UPLC, por sus siglas en inglés)

El analisis se realizdé usando cromatografia de liquidos de ultra resolucion (UPLC)
en un equipo Acquity Waters (Singapore) con detector de diodos, equipado con una
columna C18 (100A, 150 mm x 4.6 mm, 5 mm, Waters, Irlanda) con termostato a
43°C. La fase movil consistié en agua acidificada al 0.1% de acido fosférico en agua
mili Q (A) y metanol (B) (grado HPLC). El gradiente inicial de elucién fue 80% A:
20% B para alcanzar el 100%. La condicion inicial se regener6 durante 3 min (80%
A: 20% B). El flujo constante fue 1 mL/min con una curva de elucion de 6. El extracto
(4 mg/mL) y la mezcla de compuestos y el estdndar puro (2 mg/mL) se diluyeron en
metanol y se inyectaron después de pasar por un filtro de 0.2 mm (acrodisco GHP,
13, Waters) en un volumen de 10 pyL. Los datos adquiridos y su manejo fueron

realizados por el software Empower® 3 (Waters, Milford, MA, E.U)

6.4 Evaluacion farmacologica

6.4.1 Animales

Para la evaluacion farmacoldégica se utilizé un modelo de dolor experimental
utilizando la prueba de formalina en ratas. Hembras Wistar (180-200 g) se utilizaron
en condiciones estandar de laboratorio siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
los animales de laboratorio. Los animales fueron provistos por el Instituto Nacional
de Psiquiatria “Ramoén de la Fuente Mufiiz”. Estos se mantuvieron en un ambiente
de temperatura controlada de (22+1°C) con ciclos de luz/oscuridad de 12 h, agua y
alimento ad libitum. Los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de

Neurofarmacologia de Productos Naturales siguiendo las especificaciones del

-



Comité de Etica e investigacion de esta institucion con la aprobacion del proyecto
namero NC-123280 y NC-17073.0, de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el
cuidado y manejo de animales (NOM-062-Z00-1999), y las reglas internacionales

de cuidado y uso de animales de laboratorio.
6.4.2 La prueba de la formalina

Los animales se habituaron de manera individual durante 20 minutos dentro de un
cilindro de acrilico abierto (Fig. 7). Entonces el vehiculo (tween al 0.2% en SSI), los
extractos y/o fracciones se administraron via i.p. en una dosis de 100 mg/kg en
grupos de n no menores a seis. El farmaco de referencia fue Diclofenaco a la dosis
de 50 mg/kg, i.p. Treinta minutos después de los tratamientos, un volumen de 50
uL de formalina al 1% se inyectaron en el cojinete de la planta de la extremidad
inferior derecha. El animal se coloc6 nuevamente dentro del cilindro y se contabilizé
la conducta de lamidas de la extremidad estimulada, por un minuto cada cinco
minutos durante 30 min. Para ser evaluadas se eligieron las fracciones con mayor

rendimiento. - Habituar al animal

durante 20 mintuos
dentro del cilindro de

@} acrilico.

Administracion de las
fracciones, compuesto puroy
mezcla (100 mg/kg, i.p.)

Diclofenaco (50 mg/kg, i.p.)

Iduccidn del estimulo

nocivo con formalina al 1%

en el cojinete de la

extremidad inferior
derecha.

Conteo del numero de
sacudidas de la extremidad
durante un minuto, cada cinco
minutos durante treinta

minutos.

Figura 7. Diagrama que ilustra la prueba de la formalina.




6.4.3 Mecanismo de accion

Para determinar la participacion de los receptores a opioides enddégenos y al 5-HT1a
de serotonina se probo el efecto antinociceptivo de los extractos y las fracciones.
Grupos de ratas fueron administradas con los antagonistas naloxona (3 mg/kg, i.p.)
o0 WAY100635 (0.5 mg/kg, s.c.) 15 min antes de administrar el vehiculo o el extracto
(100 mg/kg, i.p.). Transcurridos 30 minutos, las ratas recibieron el estimulo
nociceptivo para comparar las respuestas con aquellos animales que sélo recibieron
la naloxona o WAY100635.

6.5.Analisis estadistico

Los datos se representan como el calculo de area bajo la curva (ABC), los valores
fueron calculados usando el método de los trapezoides a partir de los cursos
temporales obtenido en las fases neurogénica e inflamatoria en la prueba de la
formalina. Los datos se presentan como el promedio + error estandar de la media
(EEM) de al menos 6 repeticiones y se analizaron mediante andlisis de varianza
(ANADEVA) de una via seguido de la comparacion de las medias contra el grupo
control (prueba de Dunnett) o entre grupos (prueba de Tukey). La diferencia fue
significativa cuando P<0.05. Para el analisis se utilizdé el programa de coémputo
GraphPad Prism 6.

7. Resultados

7.1 Evaluacién quimica

El rendimiento del extracto hexanico crudo de Tagetes lucida Cav. fue de 1.03%
(5.13 g), mientras que el del extracto etandlico crudo fue de 8.1% (40.49 @), lo

anterior habiendo partido de 496.9 g de material vegetal seco. Es importante

mencionar que al iniciar el fraccionamiento del extracto etandlico (15 g) con elucion

<




de hexano se produjo un precipitado insoluble de la muestra de aplicacién en la
cromatografia en columna, dicho precipitado tuvo aspecto chicloso y color café a
verde oscuro con rendimiento de 0.47% (Fig. 8). La fraccion insoluble (mezcla) se
purifico disolviéndola en metanol y retirando el disolvente para la obtencion de
cristales amarillos (210-230°C). El fraccionamiento del extracto crudo se continué
con disolventes de baja, media y alta polaridad, de donde se obtuvieron fracciones
con diferentes rendimientos, los cuales se indican en la Tabla 1.

Figura 8. Diagrama de la obtencién de los extractos crudos y fracciones de las partes aéreas de Tagetes
lucida Cav.

‘ Maceracion ‘

v Cromatografia en columna abierta.

F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14

Tablal. Condiciones de elucién para la obtencién de las fracciones del extracto etandlico de las partes aéreas
de T. lucida Cav. y su rendimiento absoluto y relativo.

Cantidad
(9)

Fraccién Sistema de elucion % rendimiento

1 Hexano
2 Hexano/AcOEt (50:50) 1.5567 10.37
3 Hexano/AcOEt (50:50) 1.0398 6.93
4 AcOEt 0.2560 1.71
5 AcOEt/Etanol (50:50) 0.2864 1.91
6 AcOEt/Etanol (50:50) 0.1658 1.11
7 AcOEt/Etanol(50:50) 0.3739 2.49
8 Etanol 2.9747 19.83
9 Etanol 0.4249 2.83
Etanol 0.7063 471
Etanol 0.1283 0.85
Etanol 0.0224 0.15
Etanol 0.0124 0.083
H.O 0.2175 1.45

o



Las fracciones fueron evaluadas en la prueba farmacologica de nocicepcion y
para seleccionarlas se elabor6 cromatografia de capa fina. Las elegidas fueron las
F1, F2, F3, F5, F7 utilizando una fase movil acetona/acetato de etilo/H20/acido
férmico/acido acético (2:7.5:0.5:1.5:0.5), las F8, F9, F10, la fraccion insoluble y los
cristales se obtuvieron con una fase movil hexano/diclorometano/metanol (4:5.8:0.2)
usando como referencia al flavonoide rutina y a una mezcla de cumarinas,
previamente aisladas del extracto etandlico de T. lucida Cav. En los cromatofolios
fue posible observar que las fracciones contienen compuestos de naturaleza
cumarinica (tonos blancos) y flavonoide (tonos amarillos y anaranjados) de acuerdo
con las bandas reveladas con los cromégenos de productos naturales en

comparacion con estandares de referencia (Fig. 9)

Figura 9. Cromatoplacas con revelador de productos naturales para ubicar las fracciones ricas en flavonoides
para ser evaluadas en la prueba de la formalina. Como referencia se usaron rutina y una mezcla de cumarinas.

La fraccion no soluble y los cristales provenientes del precipitado en el
extracto crudo etandlico, fueron analizados mediante cromatografia de liquidos. El
cromatograma de la fraccion no soluble (Fig. 10B) muestra una sefial predominante

con el tiempo de retencion de 5.6 min.

Al analizar el cromatograma de los cristales (Fig. 10C), se observa que se
observa que el compuesto mayoritario también presenta la sefial con el tiempo de
retencion de 5.6 min, mientras que las longitudes de onda méaxima a las cuales
absorbe fueron de 259.7 nm y 359.4 nm. Este tiempo de retencion y longitudes de
onda caracteristicos se compararon con algunos estandares previamente
inyectados en el cromatografo, como quercetina, rutina y quercetagetina (tiempo de
retencion 7.4 min), siendo el estandar quercetagetina el mas similar en las
longitudes de onda, sin corresponder con el tiempo de retencion. Para saber si se

podria tratar de un derivado de quercetagetina, se realizo una hidrdlisis acida de los




cristales. En la figura 10E se logré observar que mientras la sefial de 5.6 min
disminuye, la sefial de 7.5 min con longitudes de onda méxima de 257.3 nmy 359.4
nm aumenta, que coinciden con la aglicona quercetagetina. Lo anterior sugiere que

el compuesto mayoritario presente en los cristales se trata de un derivado de
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Figura 10. Perfiles cromatograficos correspondientes a: (A) Extracto etandlico de las partes aéreas de T.lucida;

(B) Fraccién no soluble(C) Flavonoide derivado de quercetagetina; (D) Estandar quercetagetina; (E) Hidrdlisis

acida (8 horas; acido clorhidrico 12M)




7.2 Evaluacién farmacoldgica

El curso temporal de la nocicepcidn muestra que la respuesta observada en ratas
que recibieron el vehiculo (SSI) disminuye con el tratamiento con las fracciones 1,
2, 3,5,y 7 en una dosis de 100 mg/kg, asi como con el farmaco de referencia
diclofenaco (Fig. 11A). De manera enfatica, esta respuesta fue disminuida en la fase

inflamatoria. (Figura 11.A)

Las graficas expresadas como area bajo la curva (ABC) permiten ver que en
la fase neurogénica hay un decremento de la respuesta al estimulo nocivo para las
fracciones F1 (40+8.06 ua), F3 (41.25t£5.11 ua), F5 (45.83%5.86 ua) y F7
(35.33+6.50 ua) en forma similar al diclofenaco (Figura 12. A) en comparacion con
el vehiculo (63.43+5.70 ua). Una mayor significancia fue obtenida en la respuesta
producida por todas las fracciones en la segunda fase en forma similar al farmaco
de referencia: F1 (107.91+6.17 ua), F2 (131.66+£30.47 ua), F3 (115.83+22.32 ua),
F5 (182.91+18.21 ua), F7 (134.16+22.66 ua) en comparacion con el vehiculo
(110.83+19.02 ua).
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Figura 11. Curso temporal del efecto antinociceptivo de fracciones no polares y medianamente polares de
Tagetes lucida Cav. y diclofenaco (50 mg/kg) en comparacién con el vehiculo, donde se muestra una
disminucion del efecto nociceptivo en la fase inflamatoria. Los resultados son expresados como la mediaxtEEM
de una n no menor a seis.
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Figura 12. Efecto antinociceptivo expresado como ABC en la fase neurogénica (A) e inflamatoria (B) en el
modelo de formalina en ratas que muestra un decremento de dicha respuesta en ambas fases siendo
significativo en la fase Il o inflamatoria. ANADEVA de una via seguida de la prueba de Dunnett. ** P<0.01 y
**+*P<(0.0001. Los resultados son expresados como la media+tEEM de una n no menor a seis.

En el curso temporal de la figura 13A se observa el efecto antinociceptivo del
flavonoide purificado como derivado de quercetagetina, la mezcla de flavonoides y
las fracciones de mayor polaridad F8, F9 y F10 en comparacion con el vehiculo y el
farmaco de referencia. La representacion como ABC permite observar en la fase
neurogénica se produce una disminucion significativa en la respuesta nociceptiva
con la administracion de la mezcla (30.0+3.84 ua), el compuesto puro (32.08+3.84
ua) y la fracciéon 8 (30.83+6.66 ua) (Figura 14A). En tanto que todos los tratamientos,
incluyendo a las fracciones F8 (138+22.34 ua), F9 (157.5+20.69 ua), F10
(169.16+10.94 ua), a la mezcla de flavonoides (138.33+22.34) y al flavonoide puro
(110.41+13.12 ua) disminuyeron significativamente la respuesta nociceptiva en la
fase inflamatoria como comparado con el farmaco de referencia (110.83+£19.02 ua)
(Fig. 14B).
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Figura 13. Curso temporal del efecto antinociceptivo de I)a mezcla de flavonoides, compuesto puro y las

fracciones 8, 9 y 10 en comparacion con el efecto de diclofenaco y el vehiculo donde se muestra una disminucion
de la respuesta nociceptiva en ambas fases. Los datos son expresados como la mediatEEM, con una n no
menor a seis.

VehE ulo (SSI)

Diclofenaco 50 |
F1
F2
F3
F5
F7



<

L B .
A Fase Neurogeénica Fase Inflamatoria

—~ 801
c —~ .,400,7
z éVe(inculo (ssl) ss|
it ;Diclo Diclofenaco 5
%) .
prd omMSé)?C Mezcla

om * ok ok k *kk
< T < Puro Puro
xg = F%OO_ EF8
© S F9
2 2 F9
o 9 F100 1
3 o F10
o (8]

o
z z

T 0= T
) Q Al o
& QN %@ \(,\ 1,0\’0
Q 2
Q
(100 mg/kg,i.p.) (100 mg/kg,i.p.)

Figura 14. Efecto antinociceptivo expresado como ABC en la fase neurogénica (A) e inflamatoria (B) en el
modelo de formalina en ratas en comparacion con el efecto de diclofenaco y el vehiculo donde se muestra la
disminucion significativa en la respuesta nociceptiva en ambas fases. ANADEVA de una via seguida de la
prueba de Dunnett. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

La curva dosis-respuesta de la mezcla de flavonoides (Fig. 15) muestra un efecto dosis
dependiente en un rango de dosis de 3, 10 y 100 mg/kg.
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Figura 15. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la mezcla de flavonoides (1, 3, 10 y 100 mg/kg,
i.p.) donde se muestra un efecto dosis dependiente, siendo este decremento de la respuesta nociceptiva
significativo a partir de la dosis de 3 mg/kg en el modelo de formalina. Los datos son expresados como
ABC+EEM de al menos seis animales *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 ANADEVA de una via seguido de Dunnett.
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7.3 Evaluacion de la participaciéon de los receptores a opioides enddgenos y

5-HT1a de serotonina

En la exploracion de un posible mecanismo de accion en el efecto del extracto de
T. lucida Cav. se utilizaron los antagonistas de los receptores a opioides enddgenos
(Naloxona, 3 mg/kg) y del receptor 5-HT1a de serotonina (WAY100635,0.5 mg/kg).
En la fase neurogénica se observo que naloxona administrada sola presenté una
tendencia al aumentd en la respuesta nociceptiva inducida por formalina en
comparacion con el vehiculo y que ésta evito el efecto antinociceptivo producido por
el extracto en su combinacién (Figura 14A). En forma similar se observé que en la
fase inflamatoria la naloxona inhibe parcialmente el efecto antinociceptivo del

extracto (Figura 14B).

Con respecto a los receptores serotoninérgicos 5-HT1a, la administracion de
WAY-100635 per se redujo parcialmente, aunque no de manera significativa, la
respuesta nociceptiva inhibiendo totalmente la actividad antinociceptiva observada
con el extracto (14A y 14B).
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Figura 16. Respuesta nociceptiva del vehiculo y los antagonistas de los receptores a opiodes endégenos y 5-
HT1a de serotonina solos y en presencia del extracto crudo de T. lucida (100 mg/kg i.p.) en comparacion con el
farmaco de referencia diclofenaco (50 mg/kg i.p.) en la fase neurogénica (A) e inflamatoria (B) donde puede
observarse una inhibicion parcial al administrar WAY100635 en combinacién con el extracto, siendo significativa
esta disminucion al administrar naloxona en combinacién con el extracto, en la prueba de la formalina en ratas.
ANADEVA de una via seguida de la prueba de Dunnett, **P<0.01 y ***P<0.001. NX: Naloxona (3 mg/kg, i.p.);
WAY: WAY100635 (0.5, mg/kg, s.c)
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7. Discusién y conclusion

Tagetes lucida Cav. pertenece a la familia Asteraceae y es una antigua especie
medicinal que se utiliza para tratar varias afecciones gastrointestinales que
involucran célicos y Ulceras, asi como el alivio del dolor musculoesquelético. En este
estudio proporcionamos evidencia farmacoldgica cientifica del uso de esta especie,
especificamente sobre sus propiedades para aliviar el dolor, al usar un modelo
animal de nocicepcion, donde se observo un efecto analgésico que llegoé a ser
similar al observado con el Diclofenaco, usado como farmaco de referencia.
Ademas, obtuvimos informacion preliminar sobre algunos posibles compuestos
bioactivos que participan en su actividad de tipo analgésica, ya que observamos
gue mas de una fraccion con componentes de diferente naturaleza polar podrian
ser responsable de la actividad medicinal de la planta. Identificar la naturaleza de
los compuestos bioactivos implicados en la actividad de las plantas, ademés de
evidenciar su actividad farmacologica es importante como origen de nuevos
productos farmacéuticos.

Como se menciond, el dolor abdominal es una afeccion que
frecuentemente es aliviada al usar la infusion de esta planta medicinal. Su uso
incluye beneficios para trastornos digestivos, dolor de estébmago y célicos
menstruales (dismenorrea) o dolor abdominal asociado a la inflamacién (Sierra,
2000; Guadarrama et al., 2008). Nuestros datos avalan la eficacia de tipo analgésica
de T. lucida para aliviar el dolor abdominal, cuyas dosis podrian estar lejos de
posibles efectos téxicos o letales, ya que el indice terapéutico calculado en ratones
fue de 19. Segun la OCDE, esta diferencia podria situar a T. lucida en una categoria
5 sugiriendo riesgo minimo o ninguno como sustancia toxica (OCDE, 2001).

Los resultados de este estudio muestran que T. lucida produce
eficacia analgésica al reducir la conducta nociceptiva en las fases neurogénica
(central) e inflamatoria (periférico-central) de la prueba de formalina en ratas.

Se sabe que analgésicos de accidn central como los opiaceos inhiben ambas fases
de la prueba de formalina (Lucarini et al., 2013); mientras que analgésicos
periféricos como los AINEs y los corticosteroides inhiben solo la segunda fase




(Yamamoto et al., 2009). Lo anterior refuerza el uso que se la a esta especie para
tratar varios tipos de dolor modulados a diferente nivel (central y/o periférico).

Las partes aéreas de T. lucida han sido exploradas en estudios fitoquimicos
que han permitido identificar compuestos variados, entre ellos: polifenoles,
flavonoides, cumarinas y aceites esenciales (Abdel-Haleem y cols., 2017). Dentro
de los primeros estudios fitoquimicos se llevd a cabo la identificacion de
isorramnetina, quercetagetina 3-O-arabinosyl galactésido e isorramnetina 7-O-
glucésido (Abdala, 1999). Con el objetivo de probar el efecto antifingico y
antibacterial de esta planta, se aislaron diferentes cumarinas (umbeliferona,
escoparona, esculetina, herniarina, escopoletina, 6-hidroxi-7-metoxicumarina 'y 7,8-
dihidroxicumarina) y flavonoides (patuletina, quercetina y quercetagetina)
provenientes de extractos polares y no polares (Céspedes y cols., 2006). Otro
componente de la planta que coadyuvo al efecto ansiolitico y sedante que producen
extractos acuosos de la planta fue la dimetilfraxetina (Pérez-Ortega y cols., 2016)

El fraccionamiento de los extractos crudos revel6 que varias fracciones
mostraron actividad antinociceptiva significativa en la prueba de formalina, estos
resultados indican la participacién de varios constituyentes de diferente polaridad
principalmente en la fase inflamatoria. Las propiedades farmacolégicas de una
planta podrian verse limitadas cuando dependen de un solo principio activo; sin
embargo, si la especie posee varios componentes activos siempre habra alguno
gue mantenga la propiedad medicinal de la especie incluso si las condiciones de
recoleccion del material vegetal son variadas. En el estudio se obtuvo una mezcla
de flavonoides como parte de las fracciones antinociceptivas de T. lucida
produciendo efecto también en la fase neurogénica. Este resultado reforzé la
actividad del sistema nervioso central (SNC) para este tipo de compuestos como se
informé anteriormente para la rutina (glucésido de quercetina) (Hernandez-Leon et
al., 2016) y otros flavonoides combinados (Carballo-Villalobos et al., 2016). En este
estudio, se purific6 un derivado de quercetagetina como compuesto bioactivo
principal en una mezcla antinociceptiva de flavonoides de T. lucida. Estos
compuestos son parte de los constituyentes principales en el género Tagetes y en

esta especie (Abdala, 1999) incluyendo glucosidos y derivados metilicos, di y




trisustituidos de quercetagetina (Xu et al., 2012). Otros componentes identificados
como analgésicos bioactivos en esta especie fueron las cumarinas, una de ellas
identificada como 6-7-dimetoxicumarina (Pérez-Ortega y cols., 2016). Las
cumarinas se han asociado a los efectos antiinflamatorios que incluyen receptores
periféricos como TRPV1 o citoquinas proinflamatorias (Li et al., 2017), pero también
con mecanismos centrales como los receptores 5-HTia (Pérez-Ortega et al., 2016)
0 receptores opioides implicados en la via inhibidora descendente del dolor
(Hernandez-Leon et al., 2016; Sagalajev et al., 2017). Nuestros resultados estan de
acuerdo con estos estudios, ya que se evitaron los efectos antinociceptivos del
extracto crudo de T. lucida en presencia de antagonistas de los receptores 5-HT1a
y opioides en ambas fases de la prueba de formalina, pero principalmente en la fase
inflamatoria.

En conclusidn, los datos de este estudio dan evidencia de la actividad tipo
analgésica de esta especie de planta para la terapia farmacologica del dolor
muscular. Lo anterior refuerza su uso en la medicina tradicional y sugiere la
participacion de multiples constituyentes con diferente naturaleza polar, entre los

gue se encuentran como bioactivo un derivado de quercetagetina.

9. Perspectivas

e Determinar la estructura de los flavonoides involucrados mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.

e Evaluar el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio de otros extractos, tales como
el hexanico y el acuoso de T. lucida Cav.

e Explorar constituyentes de otra naturaleza quimica presentes en las partes
aéreas de T. lucida Cav.

e Busqueda de otros mecanismos de accion.
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