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1. INTRODUCCION

El dolor cumple con una funcién protectora, ya que al percibirlo nos permite
alejarnos del estimulo que lo causa, evitando que se genere un dafo irreversible al
tejido y cumpliendo asi una funcion fisioldgica de preservacién. Sin embargo, cuando el
dolor es inducido por un proceso patolégico es necesario conocer el problema que lo

causa para tratarlo, al mismo tiempo que se alivia el dolor que se percibe.

Entre los principales farmacos disponibles para el alivio del dolor se encuentran
el grupo de los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y de los opioides.
De acuerdo con la Organizacion Mundial de Salud (OMS), gran parte de la poblacién a
nivel mundial también utiliza plantas medicinales para el tratamiento del dolor, ya sean
solas o como complemento del tratamiento médico a base de medicamentos
convencionales. El uso de las plantas medicinales se basa en la idea de que lo natural
es efectivo, tiene un menor costo, es asequible y se tiene el conocimiento empirico de
que funciona, ademas de producir nulos o pocos efectos adversos. Sin embargo, ¢qué
tan seguras y eficaces son las plantas medicinales?. Para poder establecer la seguridad
y eficacia de estos productos naturales es necesario contar con evidencia de diferentes
estudios cientificos que ayuden a complementar, apoyar y/o a corroborar la informacion

que se tiene sobre ciertas plantas usadas en la medicina tradicional.

En este trabajo se propuso determinar el efecto antinociceptivo de Loeselia
mexicana, mejor conocida como espinosilla, la cual es una planta endémica de México
utilizada en la medicina tradicional mexicana para el alivio del dolor e inflamacién del
estdmago, fiebres puerperales, disenteria, bilis, tifoidea, bronquitis, gripe, ronquera, tos
y dolor de cabeza. A pesar de su uso en la medicina tradicional para el alivio del dolor,
aun no se cuenta con evidencias cientificas de la actividad analgésica de esta especie
mexicana. Por lo tanto, para dar el sustento cientifico del uso de esta planta para el
alivio del dolor, en esta tesis se incluyen los resultados de la evaluacion del efecto
analgésico del extracto acuoso de Loeselia mexicana en diferentes modelos de dolor

en ratones.



2. MARCO TEORICO

2.1 Dolor

La Asociaciéon Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en
inglés) define el dolor como “una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada o similar a la asociada a una lesion tisular real o potencial" (IASP, 2020). Las
caracteristicas sensitivas y emocionales del dolor varian segun el origen, experiencias
previas del paciente y el entorno que lo rodea, lo cual lo hace una experiencia subjetiva
Unica para cada paciente. Como se menciond, el dolor cumple una funcién protectora
para los seres vivos, ya que gracias a el se pueden evitar los estimulos que inducen
dafio a los tejidos alejandonos de estimulos dafiinos. Cuando éste es provocado por
una patologia, resulta ser la alerta de que algo anda mal en el organismo y permite
detectar enfermedades para poder tratarlas. El dolor es uno de los principales motivos
de asistencia médica en el mundo y una de las principales causas del uso de
analgésicos, ya sea por prescripcidon médica o adquiridos de manera libre, lo cual puede
conducir a un uso descontrolado de estos medicamentos y a la posibilidad de generar

efectos adversos.

2.1.1 Clasificacion del dolor

El dolor puede clasificarse de diferentes maneras; por su duracién, en agudo o
crénico; por su intensidad, en leve, moderado o severo; por su patogenia, en
neuropatico, nociceptivo o psicogeno y; por su localizacién, en somatico o visceral
(Diaz, 2005). Debido a que los diferentes modelos utilizados en esta tesis se asocian

con la localizacién del dolor, a continuacién se profundiza al respecto:

Dolor somatico. El dolor somatico es aquel que aparece después de un
estimulo potencialmente dafiino y que activa a los receptores del dolor (nociceptores)
que se encuentran localizados en piel, musculos o articulaciones. El dolor somatico
generalmente se percibe como un dolor bien localizado y el paciente no tiene problema

en ubicarlo y/o describirlo (Dagnino, 1994).
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Dolor visceral. El dolor visceral es el resultado de la activacion de los
nociceptores en los o6rganos viscerales toracicos, pélvicos o abdominales, suele
provenir de distension, inflamacion o isquemia de algunos de estos érganos (Kansal y
Hughes, 2016). Este tipo de dolor se describe como difuso y mal localizado, viene
acompafnado de reflejos motores y autonémicos como vomitos, nauseas y tension
muscular (célico). Este dolor no siempre esta asociado a una lesion visceral; por
ejemplo, realizar un corte en el intestino no causa dolor. Mientras que un espasmo en el
musculo liso de la vejiga si es doloroso, aunque no haya una lesién con dafo al tejido
(Cervero, 1999). Esta caracteristica del dolor visceral se debe a las propiedades
funcionales de los receptores periféricos de los nervios que inervan ciertos 6rganos
viscerales y el hecho de que ciertas visceras no estan inervadas por receptores
sensoriales. El dolor visceral es relativamente frecuente, se sabe que cerca de un 25%
de la poblacion mundial lo ha experimentado. Aunque en muchos casos no hay un
motivo evidente de la presencia del dolor, a menudo se les denomina trastorno
"idiopatico" o "funcional" (Grundy y cols., 2019). El dolor visceral se inicia por una
sensibilizacion de los sensores aferentes primarios que inervan la viscera,
hiperexcitabilidad de las neuronas ascendentes neuronales que reciben la informacion
sinaptica de las visceras y desregulacion de las vias descendentes que modulan la

transmision nociceptiva espinal (Kansal y Hughes, 2016).

2.2 Nocicepcion

Como es bien sabido, el dolor no es lo mismo que la nocicepcién, ya que el dolor
tiene un componente subjetivo muy importante, mientras que la nocicepcién no. La
nocicepcion es el proceso fisioldgico neuronal que permite percibir estimulos quimicos,
mecanicos o térmicos que son interpretados a nivel central como dolorosos. En ese
sentido, la percepcion de dichos estimulos inicia en los receptores del dolor, también
conocidos como “nociceptores”, que son fibras nerviosas especializadas en detectar y
responder a estimulos nocivos. Estas se encargan de traducir un estimulo doloroso en
una sefal eléctrica y transmitirla desde la periferia hasta el sistema nervioso central
(SNC) mediante axones. Las fibras nerviosas de los nociceptores se clasifican como Ad

y C. Las fibras Ad son fibras mielinizadas, con rapida velocidad de conduccion de la
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sefal nerviosa. Las fibras C no tienen mielina (amielinicas) y tienen una baja velocidad

de conduccion del impulso nervioso (Pedrajas y Cols., 2008).

La nocicepcion involucra varias etapas (transduccion, transmision,percepcion y
modulacién) que se desencadenan de forma consecutiva.

La transduccion de un estimulo inicia con la conversion del estimulo nociceptivo
(mecanico, térmico o quimico) a un potencial de accidn, a través de la activacién de los
nociceptores por la liberacion de mediadores quimicos que sensibilizan o activan a
otros receptores presentes en los nociceptores. Luego, la transmisidn se inicia, la cual
involucra la conduccion de los potenciales de accion desde la periferia al asta dorsal de
la médula espinal a través de las fibras mielinizadas de conduccién rapidas (Ad) y no
mielinizadas de conduccion lenta (C). Hay una participacién importante de canales de
sodio (Na*). Posteriormente, la percepcion del estimulo se produce, ésta implica la
llegada del impulso nervioso desde la médula espinal (donde se realiza la primera
sinapsis neuronal) hasta la corteza somatosensorial en el cerebro a través de la via
espinotalamica, donde el cerebro hace conciencia y reconoce como doloroso al
estimulo percibido. En esta etapa participa un componente sensitivo discriminativo
(como, donde, y cuanto me duele) y una respuesta afectiva emocional asociada.
Finalmente, la modulaciéon de la respuesta dolorosa se produce, que es la fase en la
que se activa una via analgésica descendente en la que participan diversos
compuestos quimicos que se encargan de “modular” o “inhibir’ el paso de la sefal
dolorosa en la médula espinal a travées de la liberacion de serotonina
(5-hidroxitriptamina o 5-HT), noradrenalina (NA) y/o los opioides enddgenos

(Torregrosa, 1994) (Figura 1).
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3. PERCEPCION
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Figura 1. Representacién esquematica de las etapas del proceso de nocicepcion: transduccion,

transmisién, percepcion y modulacion. Modificada de Torregrosa, 1994

2.3 Farmacos utilizados para el tratamiento del dolor

Los farmacos utilizados para el tratamiento del dolor se denominan analgésicos y

se clasifican en dos grupos principalmente: AINEs y analgésicos de tipo opioide.

2.3.1 Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Los AINEs son un amplio grupo de farmacos de estructura quimica variada que
son utilizados para el alivio del dolor leve o moderado. El farmaco prototipo de este
grupo es el acido acetil salicilico, comunmente conocido como aspirina. Ademas de su
efecto analgésico, éstos inducen un efecto antiinflamatorio y antipirético, pueden aliviar
el dolor postoperatorio, odontolégico y menstrual, asi como el producido por cefaleas y
migrafna. Dado que estos farmacos pueden adquirirse sin receta médica, a menudo se
utilizan para otros tipos de dolor y molestias leves. Sin embargo, su consumo por
tiempo prolongado y/o en dosis altas puede llegar a producir efectos adversos severos
como irritacion gastrica, prolongacién de hemorragias debido a su capacidad de inhibir
la funcion de las plaquetas y alteracion de la hemodinamica renal en un rifidn alterado.

El mecanismo de accion de los AINEs consiste en la inhibicion de la enzima

13



ciclooxigenasa (COX) en sus dos isoformas: COX-1 y COX-2; y su consecuente
disminucién en la sintesis de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos a partir del acido
araquidoénico, sustrato natural de la COX (Figura 2). Las PGs son importantes
mediadores del dolor y la inflamacién, por lo que la disminucién en su sintesis produce
efecto analgésico y antiinflamatorio. Aunque ambas isoformas de la COX tienen un 60%
de identidad y catalizan las mismas reacciones, tienen diferencia en su expresion, ya
que COX-1 es constitutiva y se expresa en la mayoria de los tejidos. Mientras que la
COX-2 se induce en las células inflamatorias cuando estas se activan. También se ha
encontrado la expresion de una isoforma que se le llama COX-3, la cual parece ser una
variante de la COX-1. En general, la mayoria de los AINEs inhiben tanto a la COX-1
como a la COX-2; aun cuando existen farmacos mas selectivos para la COX-2 que ya
se utilizan en la clinica para una menor incidencia de efectos adversos (Rang y cols.,
2008).

| Fosfolipidos de mebrana I

l

l Acido araquidénico J

i COX-1 = > CoX-2
constitutiva inducible .-
»

Estémago, \ / Zonas de inflamacion
intestino, rifion y F'rostaglandlnas F‘mslaglandlnas « Macrofagos
plaguetas = Sinoviocitos

Created in BioRender.com bio

Figura 2. Mecanismo de accién de los AINES. Modificada de Farmacologia Humana 3a

Ediciéon, hecha con BioRender.com
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Generalmente los efectos adversos producidos por los AINEs estan asociados
con su capacidad para inhibir a la COX-1. Por ejemplo, pueden provocar alteraciones y
lesiones gastrointestinales, ya que muchos de los mecanismos fisiolégicos protectores
de la mucosa gastroduodenal son dependientes de la sintesis de PGs y su alteracion
reduce la produccién de moco citoprotector, la secrecion de bicarbonato y el flujo
sanguineo a la mucosa, causando erosiones y Ulceras. Estas lesiones pueden originar
complicaciones graves, como perforaciones o hemorragias, debido a que alteran la
agregacion plaquetaria (dependiente de la sintesis de PGs). También pueden provocar
alteraciones a nivel renal, ya que en pacientes donde la perfusion renal esta
comprometida, los AINEs pueden desencadenar diversas nefropatias de caracter
agudo: sindrome nefrético, nefritis intersticial aguda, necrosis tubular aguda, vasculitis o
estados de hipoperfusion renal. La inhibicién de la sintesis de PGs a nivel renal origina
una disminucion en la capacidad para diluir la orina, lo cual conduce a la retencion de
agua y en menor proporcion a la retencion de sodio. La principal preocupacion sobre la
funcién renal es que con el consumo prolongado y constante de AINEs se induce
nefropatia intersticial crénica, que desemboca en una necrosis papilar e insuficiencia
renal crénica. Otros de los efectos adversos que se pueden llegar a presentar con el
uso prolongado de estos farmacos son fendmenos de hipersensibilidad y reacciones

hematoldgicas, las cuales son menos frecuentes (Flores y cols., 1998).

A continuacién se describe un poco mas sobre los AINEs que se utilizaron como
controles positivos en los experimentos de este estudio, tal como: el metamizol y el
ketorolaco.

El metamizol es un profarmaco que pertenece al grupo de los AINEs y fue
sintetizado en 1920, su nombre quimico es
N-(2,3-dimetil-5-oxo-1-fenil-3-pirazolin-4-yl)-N metilamino metanosulfonato y es usado
en la clinica como analgésico, antipirético y antiespasmadico, en administracion oral o
parenteral (Nikolova y cols., 2012). En 1977 se prohibié su venta en muchos paises
porque su uso se asocid a la aparicion de agranulocitosis, también conocida como
granulocitopenia. La agranulocitosis es una afeccidén grave de la sangre que se produce

cuando hay un numero muy bajo de granulocitos (neutrdéfilos, eosindfilos y baséfilos).
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Los granulocitos son una parte importante del sistema inmunolégico y ayudan a
combatir las infecciones, por lo que una disminucion de ellos disminuye la capacidad
del organismo de combatir las infecciones. A pesar de esto, este farmaco se continua
utilizando en varios paises como México y algunos paises europeos como Bulgaria
Dado que el metamizol es un profarmaco, después de su administracion oral es
metabolizado en el tracto gastrointestinal formando su metabolito activo mediante
hidrolisis, el N-metil-4- aminoantipirina (MAA, el cual es rapida y completamente
absorbido por via oral. El volumen de distribucion del MAA es de 0.61 L/kg y, éste como
varios de sus metabolitos han sido detectados en el fluido cerebroespinal debido a su
alta lipofilicidad. En el higado, el MAA forma otro metabolito activo que es la
4-amino-antipirina (AA); ademas, por la via del citocromo P450 (CYP3A4), forma varios
metabolitos inactivos como el 4-formil-aminoantipirina (FAA) (Figura 3). Los metabolitos
activos MAA y AA se excretan por la orina y sus tiempos de vida mediasonde2a3hy

de 4 a 5 h, respectivamente (Nikolova y cols., 2012)

@
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Figura 3. Estructura quimica de la dipirona o0 metamizol sodico y sus metabolitos. MAA:

4-metilaminoantipirina, AA: 4-aminoantipirina, FAA: 4-formolaminoantipirina.
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Como todos los AINEs, el principal mecanismo de accion del metamizol es la
inhibicién de la COX-1 y de la COX-2; y su consecuente disminucién en la produccion
de prostaglandinas (PGs) a partir del acido araquidénico, mediadores importantes que
participan en el dolor y la inflamacién. La inhibicion de la COX deja mas cantidad
disponible del acido araquidénico que a través de otras vias metabdlicas, puede
producir endocannabinoides, moléculas enddgenas que producen un efecto
antinociceptivo en la médula espinal. No se sabe con certeza si el metamizol actua solo
en el SNC, sélo en la periferia 0 en ambos. Existen evidencias de que en el efecto
analgésico del metamizol estan involucrados otros mecanismos como la participacion
de la via del 6xido nitrico, o la liberacion de opioides enddgenos (Nikolova y cols.,

2012), lo cual explicaria su eficacia analgésica.

El ketorolaco, otro farmaco del grupo de los AINEs, contiene un carbono quiral y
es comercializado como la mezcla racémica en forma de sal de trometamina (Figura 4).
Este se administra por via oral, sublingual, intramuscular, intravenosa y como una
solucion oftalmica (Sinha y cols., 2009), es rapidamente absorbido alcanzando una
biodisponibilidad del 90 al 100% por via oral y de casi el 100% cuando se administra
por via intramuscular. Tiene una alta union a proteinas plasmaticas (<99%) y un
volumen de distribucién de 0.1 a 0.3 L/kg, su principal via metabdlica es por
hidroxilacion y conjugacion con el acido glucurdnico en el higado. La depuracion es
menor a 30 mL/min y se elimina principalmente por via renal con un tiempo de vida
media de 4 a 6 h (Brocks y Jamali, 1992).

El ketorolaco es un farmaco util en el manejo del dolor agudo moderado a
severo. Las indicaciones aprobadas por la FDA para su uso son: artralgia, mialgia, dolor

ocular y dolor postoperatorio (Zavaleta y cols., 2007).
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Figura 4. Estructura quimica del ketorolaco (sal de trometamina) mostrando en un circulo rojo la

ubicacién del carbono quiral del ketorolaco.

Entre los principales efectos adversos, al igual que otros AINEs, se producen a
nivel gastrointestinal, renal y cardiovascular, aunque se ha demostrado una mayor
incidencia de dafio renal que con otros AINEs, por lo que este farmaco esta
contraindicado en pacientes con insuficiencia renal cronica (Mahmoodi y cols.,

StatPearls, 2022, https://www.statpearls.com/ArticleLibrary/ viewarticle/23880).

2.3.2 Opioides

Otro grupo de farmacos utiles para el control del dolor son los opioides. El
término “opioide” es usado para describir a los compuestos naturales, sintéticos y
semisintéticos derivados del opio. Estos compuestos son alcaloides que provienen de la
amapola (Papaver somniferum). El farmaco prototipo de este grupo es la morfina, pero
también se encuentra el tramadol, la buprenorfina, la pentazocina, entre otros. Este
grupo de farmacos solo producen efecto analgésico, no antiinflamatorio ni antipirético
como los anteriores, aunque su ventaja radica en que son utiles en el tratamiento del
dolor de alta intensidad. Los efectos farmacologicos de los opioides se deben a su
uniéon selectiva a receptores de opioides que se encuentran en varios sitios del SNC,

bloqueando asi la transmisién del estimulo doloroso (Kerrigan y Goldberger, 2020).

Los principales receptores opioides localizados en el organismo son p (mu), K
(kappa) y 0 (delta). La activacion de los receptores p son responsables de la analgesia
y la depresidon a nivel espinal y supraespinal, asi como de la depresion respiratoria,
miosis, euforia, baja motilidad intestinal, hipotermia, bradicardia, tolerancia y

dependencia fisica. La activacion de los receptores k son responsables de la analgesia
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espinal, sedacion, miosis, diuresis, insuficiencia respiratoria y depresion. Por ultimo, los
receptores & son responsables de la analgesia espinal, disforia, delirios, alucinaciones,

problemas respiratorios y estimulacion vasomotora (Kerrigan y Goldberger, 2020).

La morfina, el principal alcaloide del opio (Figura 5), recibié su nombre en honor
al dios del suefio, Morfeo. Es un farmaco utilizado en varios modelos de dolor como
control positivo debido a su gran eficacia en el alivio del dolor intenso, por lo que en
este trabajo también se usé como control positivo en el modelo de placa caliente o “hot-
plate”. La morfina es el precursor de varios compuestos semisintéticos de tipo opioide
que se absorbe rapidamente después de la administracién parenteral (intramuscular,
subcutanea e intravenosa) pero cuando se administra por via oral sufre metabolismo
del primer paso disminuyendo su biodisponibilidad al 38%. Tiene un volumen de
distribucion de 2.5 L/kg y una moderada unidon a proteinas plasmaticas (35%). Su
metabolismo en el higado forma dos metabolitos activos (morfina-3-glucurénido vy
morfina-6-glucurénido) (Figura 5). Su excrecion es principalmente por via renal con un

tiempo de vida media de eliminacion de 1.3 a 6.7 h (Kerrigan y Goldberger, 2020).

HO._

HO
Morfina

Miorfina 6-glucurdnido

Figura 5. Estructura quimica de la morfina y sus metabolitos activos.
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Actua como un agonista completo de los receptores p y un agonista parcial de
los receptores kK y 6. Se utiliza en la clinica como analgésico, sobre todo para tratar a
pacientes con cancer, sedacion preoperatoria y en obstetricia (Kerrigan y Goldberger,
2020). Sin embargo, su administracién produce muchos efectos adversos que limitan de
manera importante su uso, tales como: depresién respiratoria por disminuir la respuesta
del centro respiratorio del cerebro a los niveles de didéxido de carbono, también induce
vasodilatacién periférica promoviendo la hipotensién debido a la liberacién de histamina

y produce constipacion por disminucion de la motilidad intestinal, entre otros efectos.

Finalmente, la loperamida es un farmaco opioide que fue sintetizado en 1967,
disefiado para producir un efecto antidiarreico (Awouters y cols., 1993), su mecanismo
de accion consiste en la union a receptores opiaceos [ de la pared intestinal, inhibiendo
la secrecidn de acetilcolina y prostaglandinas de las neuronas mientéricas y reduciendo
el peristaltismo propulsivo. Adicionalmente, la loperamida reduce el volumen fecal,
incrementa la viscosidad y la densidad de las heces, y disminuye la secrecion de fluidos
y de electrolitos aumentando la absorciéon de agua (Loperamida-Vademécum, 2018). La
loperamida es el farmaco prototipo clasicamente utilizado como control positivo para
comparar la motilidad intestinal, la cual puede ser asociada a un efecto de constipacién

0 en su caso al efecto antidiarreico de otros tratamientos.

Debido a su alto metabolismo del primer paso, la biodisponibilidad oral de loperamida
es del 0.3%, por lo que practicamente no se absorbe e induce un efecto local a nivel
intestinal. La pequena porcion que se llega a absorber se metaboliza en el higado por la
CYP450. El 33% del farmaco se excreta sin cambios a través de las heces y un 2% en
la orina. El tiempo de vida media es de 10 h. Dado que practicamente no se absorbe
casi no induce efectos adversos. Sin embargo, se han reportado distension y/o dolor
abdominal, somnolencia, mareos, constipacion, xerostomia, nauseas y vomitos

(Vademécum Académico de Medicamentos, 2015).

Debido a que los analgésicos de tipo AINE y opioide inducen una amplia gama

de efectos adversos, ello limita importantemente su uso a nivel clinico. Muchas veces
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se recomienda el uso de las plantas medicinales como tratamiento alternativo o

complementario para tratar de evitar los efectos adversos.

2.4 Plantas medicinales para el tratamiento del dolor

A lo largo de la vida, el ser humano ha aprendido a sobrevivir y a beneficiarse del
entorno que lo rodea, incluso muchos de nuestros antepasados utilizaron las plantas
para poder aliviar o curar alguno de sus dolores o malestares fisicos. Este conocimiento
se transmite de generacion en generacion y se le reconoce como parte de la “medicina
tradicional”’. Por lo tanto, la medicina tradicional es la suma de los conocimientos,
capacidades y practicas basadas en las teorias, creencias y experiencias propias de
diferentes culturas; sean explicables o no, utilizadas para mantener la salud y prevenir,
diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales (2014 -2023 Estrategia
de La OMS Sobre Medicina Tradicional). En ese sentido, México es el quinto pais con
mas biodiversidad en el mundo (Llorente y Ocegueda, 2008), lo que nos lleva a tener
una extensa lista de plantas utilizadas en la medicina tradicional. De acuerdo con la
Secretaria de Salud, el 90% de la poblacion mexicana ha utilizado alguna de las 4,500
plantas medicinales de México por lo menos una vez en su vida (Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, 2021).

La medicina tradicional sigue siendo subestimada hoy en dia, aunque se
practique en todo el mundo y su uso vaya en aumento. Es por eso que varios grupos de
investigadores se dedican a corroborar a través de estudios preclinicos los efectos
farmacologicos y/o terapéuticos que se les atribuyen a varias plantas medicinales con la
intencion de asegurar su eficacia y seguridad. Ademas de tratar de identificar y/o aislar
al o los principios activos responsables de su efecto farmacologico. A continuacion se
mencionan algunos antecedentes que se tienen sobre la Loeselia mexicana, una
especie endémica de México utilizada en la medicina tradicional mexicana para el alivio

del dolor.
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2.4.1 Loeselia mexicana

2.4.1.1 Distribucion y habitat

La Loeselia mexicana (L. mexicana) (Lam.) Brandegee, pertenece a la familia
Polemoniaceae, es una planta endémica de Meéxico, comunmente conocida como:
espinosilla, hierba de la virgen, chuparrosa, gallina ciega, mirto rojo, mirto silvestre,
cuachile, huicicila, guachichile o huichichila (Rzedowski y Rzedowski, 1995; Nash,
1979). Esta tiene una amplia distribucién en nuestro pais y habita en una gran variedad
de climas y ecosistemas, por lo que se puede encontrar en practicamente todos los

estados de México.

2.4.1.2 Descripcion

La Loeselia mexicana es un arbusto de 1 0 2 m de altura con la base lefiosa y
con tallos erectos ramificados desde la base, tiene hojas de 4 a 6 cm de largoy de 1.5 a
2 cm de ancho, rigidas y asperas al tacto, son densamente pubescentes, ovadas a
lanceoladas y de margen aserrado. Los tallos terminan en espinas y flores que crecen
de manera solitaria o agrupadas en las axilas de las hojas. Las flores son rojas (aunque
muy raramente pueden ser amarillenta, rosada o blanca) con cinco I6bulos anchos. Los
estilos sobrepasan la corona (Figura 6) (Rzedowski y Rzedowski, 1995). Hay
ejemplares que florecen todo el afio, aunque es mas comun verlos en flor del final de la

estacion lluviosa (septiembre-octubre) hasta el final de la estacidén seca (marzo-abril).

2.4.1.3 Usos medicinales

En la medicina tradicional, la infusion de L. mexicana se emplea para combatir la
fiebre puerperal, la disenteria, la bronquitis, el dolor e inflamacion del estémago, la
tifoidea, dolor de cabeza, entre muchos otros (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Ademas,
los curanderos la utilizan para hacer limpias.

En la publicacién “Plantas medicinales de la farmacia viviente del CEFOFOR:
usos terapéuticos tradicionales y dosificacidén” se menciona que la dosis que debe
tomarse de L. mexicana es de cinco gramos en un litro de agua y se debe tomar una

taza en ayunas y otra después de cada comida durante 15 dias (Plantas medicinales de
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la farmacia viviente del CEFOFOR: Usos terapéuticos tradicionales y dosificacion,
2010) A partir del extracto metandlico de esta especie se ha aislado la dafnoretina, una
cumarina con efecto ansiolitico (Herrera-Ruiz y cols., 2011). También se han identificado
la escopoletina y la umbeliferona, las cuales tienen actividad antifungica y ansiolitica
(Navarro-Garcia y cols., 2011; Pérez-Ortega y cols., 2016).

Otros de los metabolitos que se han encontrado en esta planta son: quercetina
(Ventura-Martinez y cols., 2021;Guangyao Ye y cols., 2021), miricetina (Hagenacker y
cols., 2010; Tong y cols., 2009) y kaempferol (Martinez- Gonzales y cols., 2017,
Shiquan-Chang y cols., 2022), sin embargo, aun no se han realizado estudios
directamente con estos metabolitos dentro de L. mexicana (Smith y cols., 1977), pero si

como parte de otras especies (Martinez y cols. 2011).

© JUAN CARLOS GARCIA MORAI

Figura 6. Loeselia mexicana (Lam.) Brandegee (Polemoniaceae), comunmente conocida como
“espinosilla". Obtenidas de:

https://www.naturalista.mx/taxa/146622-Loeselia-mexicana/browse_photos

Esta planta originaria de México, de uso muy antiguo y bastante frecuente en la
actualidad, ha sido muy poco estudiada desde el punto de vista farmacolégico o
quimico. Solo existen algunos estudios preclinicos de sus efectos como espasmolitico
(Rojas y cols., 1999), antidiarreico (Pérez y cols., 2005), antifungico (Navarro-Garcia y

cols., 2011) y ansiolitico (Herrera-Ruiz y cols., 2011). Por lo que en el presente trabajo
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decidimos estudiar su posible efecto antinociceptivo en diversos modelos
experimentales de dolor y en la evaluacién de la prueba de carbén activado, ya que el
efecto antinociceptivo podria estar asociado con cambios en la motilidad intestinal
asociado con un efecto espasmolitico o de disminucién de la motilidad (constipacion)

como parte del efecto adverso en la accion de tipo opioide de algunos analgésicos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable que es
considerado un mecanismo de defensa ya que tiene la funcién de detectar o localizar
los procesos que dafan los tejidos de un organismo. El cual es también considerado un
fendmeno subjetivo que puede estar o no vinculado a una lesion o patologia, pero que

es uno de los principales motivos de asistencia médica en el mundo.

El dolor abdominal y muscular es uno de los sintomas que acompafa a varias
alteraciones patoldgicas en el tracto gastrointestinal y en la musculatura esquelética,
respectivamente. El incremento en la motilidad intestinal puede ser uno de los efectos
que acompafan al dolor o que pueden generarse como accion espasmogénica, asi
como también pueden ser parte de los efectos adversos en el mecanismo opioide de
algunos analgésicos. En ese sentido, uno de los grupos farmacoldgicos mas recetados
para el alivio del dolor de tipo abdominal es el metamizol, farmaco que pertenece al
grupo de los AINEs y que alivia también los espasmos intestinales y la inflamacion. Sin
embargo, debido a los efectos adversos que suelen provocar este grupo de farmacos,
un gran porcentaje de la poblacion opta por la medicina tradicional, es decir lo natural,
con la idea de que es inofensivo, efectivo, tiene un menor costo, es asequible y se tiene

el conocimiento empirico de que funciona.

Dentro de la medicina tradicional se conoce a la Loeselia mexicana (espinosilla),
que por conocimientos empiricos se usa como una infusidon para aliviar el dolor de
estdmago (espasmolitico) y también para la diarrea. Sin embargo, aun no se cuenta con
estudios cientificos suficientes que lo avalen, por lo que en este trabajo de investigacion
se desea corroborar su efecto de tipo analgésico mediante diferentes modelos de dolor

y una prueba para la evaluacién de la motilidad intestinal.
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4. HIPOTESIS

Si en la medicina tradicional la Loeselia mexicana (espinosilla) es utilizada como

infusion para el alivio del dolor abdominal, la administracién de su extracto acuoso

producira un efecto antinociceptivo en diversos modelos de dolor en ratones incluyendo

un modelo de dolor visceral.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar y evaluar el efecto antinociceptivo de Loeselia mexicana (espinosilla)

en diferentes modelos de dolor en ratones.

5.2 Objetivos particulares

Elaborar la curva dosis respuesta (CDR) del efecto antinociceptivo del extracto
acuoso de Loeselia mexicana en un modelo de dolor visceral en ratones.
Calcular la dosis efectiva 50 (DE50) del efecto antinociceptivo del extracto
acuoso de Loeselia mexicana a partir de su CDR en un modelo de dolor visceral
en ratones.

Determinar el efecto de la dosis mas alta del extracto acuoso de Loeselia
mexicana sobre la motilidad intestinal en ratones.

Evaluar el efecto antinociceptivo de la dosis mas alta del extracto acuoso de
Loeselia mexicana en el modelo de la formalina en ratones.

Robustecer el efecto antinociceptivo de la dosis mas alta del extracto acuoso de

Loeselia mexicana en el modelo de placa caliente en ratones.
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6. METODOLOGIA

6.1 Material vegetal

La planta se compré en el mercado de Sonora de la Ciudad de México el 2 de
marzo de 2019 y fue identificada por el Dr. Sol Cristians Niizawa. Una muestra de la
planta se depositdé en la coleccion etnobotanica del Jardin Botanico del Instituto de

Biologia de la UNAM con el numero de voucher 3377.

6.1.1 Obtencion del extracto

El extracto acuoso de Loeselia mexicana fue obtenido por la Dra. Guadalupe
Esther Angeles Lopez del Laboratorio de Desarrollo de Medicamentos del
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la UNAM. El extracto se
prepard utilizando las partes aéreas de la planta secas y pulverizadas. 180 g de este
material se infusion6 con 5.4 L de agua. La infusion se filtro y se liofilizé obteniendo 9.8

g del extracto seco que corresponde al 5.47% de rendimiento.

6.2 Animales de experimentacion

Para este trabajo de investigacion se utilizaron ratones macho de la estirpe CD1
de 25-30 g de peso corporal obtenidos del bioterio central de la Facultad de Medicina
de la UNAM. Los animales se mantuvieron en un cuarto con condiciones controladas
de temperatura y humedad relativa (21 + 2°C, 33 ), ademas de un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas. El alimento se les retird a los animales 12 horas antes del
experimento y se les mantuvo con libre acceso de agua. El uso de los animales se llevd
a cabo bajo la supervisién de un protocolo aprobado por la comisién de Etica Animal de
la Facultad de Medicina de la UNAM (FM/DI/054/2018) y de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 sobre las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, asi como con las normas

internacionales correspondientes.
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6.3 Reactivos

Metamizol sodico (AMSA, México), ketorolaco (CAYMAN, USA), loperamida
(SIGMA, ltalia), Morfina (PISA, México), acido acético y formalina (MEYER, México).
Para inducir conductas nociceptivas en los diferentes modelos de dolor se prepararon
las siguientes soluciones: una solucién de acido acético al 1% con solucién salina
isotdénica (SSI, 0.9% NaCl) y una solucion al 5% de formalina. EI metamizol, el
ketorolaco, la loperamida y el extracto acuoso de espinosilla (EAE) se diluyeron en SSI
hasta obtener las concentraciones adecuadas para su administracién. Dado que el
metamizol es un compuesto susceptible a la temperatura y fotosensible se mantuvo en

refrigeracion y frascos ambar para su proteccion.

6.4 Determinacion del efecto antinociceptivo del EAE en un modelo de dolor

visceral

Para evaluar el efecto antinociceptivo del EAE en un modelo de dolor tipo
abdominal se utilizé la prueba de estiramiento abdominal o writhing test, el cual consiste
en determinar el numero de estiramientos abdominales inducidos en el ratbn mediante
la administracién intraperitoneal (i.p.) de acido acético al 1% (Siegmund y cols., 1957;
Gawade, 2012). Los estiramientos abdominales consisten en la contraccion de los
musculos abdominales, el arqueamiento de la espalda hasta que el abdomen del ratén
toca el piso de la caja de acrilico, y la extension de las extremidades posteriores, como

se muestra en la figura 7.

e

Figura 7. Representacion de las caracteristicas que debe presentar un estiramiento abdominal

(arqueo de espalda, arrastre del abdomen y el estiramiento de las extremidades traseras).
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Para la determinacion del efecto antinociceptivo del EAE en este modelo
experimental se utilizaron 36 ratones macho divididos en 6 grupos (n=6) a los cuales se
les administraron los siguientes tratamientos: Grupo 1: vehiculo (SSI 0.9%); grupo 2 a
5: EAE (100, 148, 218.8 y 316 mg/kg), respectivamente; y grupo 6: metamizol sddico
como control positivo (100 mg/Kg). Todos los tratamientos se administraron por via
intragastrica 30 min antes de la administracion i.p. de acido acético al 1% (0.3
mL/ratén). Una vez administrado el acido acético se cuantifica el numero de
estiramientos abdominales que éste produce durante 20 min en intervalos de 5 min
(Figura 8). Una reduccién en el numero de estiramientos con los tratamientos fue

indicativo del efecto analgésico.

Ratones CD 1
(25-30¢g) ¢ 20:00s
) « % 9
Tratamientos 30:0000 Acido acético 1% L.p.
- (EAF, Metamizol o s @ Conteo de estiramientos
Sol. Salina) \ abdominales
_ —_
w
O

Figura 8. Disefio experimental para la determinacion del efecto antinociceptivo de Loeselia

mexicana en el modelo de dolor abdominal.

6.5 Determinacion del efecto del EAE sobre la motilidad intestinal en ratones

Para evaluar el efecto del EAE sobre la motilidad intestinal se empled el método
de Arbds y cols. (1993) en ratones, el cual consistié en administrar el tratamiento con
EAE o el farmaco de referencia y 15 minutos se administré carbén activado al 5% por
via intragastrica preparado en una suspension acuosa de goma arabiga al 10%,
posteriormente se aplico la eutanasia a los animales y se extrajo su intestino delgado,
desde el piloro hasta el ciego, se midié el recorrido que realizé el carbdn activado en el
intestino (Figura 9). Un menor recorrido de carbon activado fue indicativo de efecto de
constipaciéon o reduccion de la motilidad intestinal.

Para determinar el efecto del EAE en la motilidad intestinal se utilizaron 18

ratones machos, divididos en 3 grupos a los que se les administré vehiculo (SS1 0.9%),

29



EAE (316 mg/Kg) o loperamida como control positivo (5 mg/Kg). Todos los tratamientos
se administraron por via intragastrica y 15 minutos después de la administracién del
tratamiento correspondiente, se les administré carbon activado. A los 20 minutos de la
administracion del carbon activado se realiz6 la eutanasia a todos los animales
mediante dislocacion cervical y se procedié a disecar cuidadosamente el intestino
delgado, desde el piloro hasta el ciego y se midi6 el recorrido del carbén activado con
una cinta métrica (Figura 10) para obtener la distancia recorrida mediante el registro en
cm desde el piloro hasta la parte delantera del carbén (A), y la longitud total del
intestino delgado (B). La motilidad intestinal de cada ratdn se calculé como porcentaje

empleando la siguiente férmula (Zavala-Flores y cols., 20013):

% de Motilidad intestinal = %XlOO
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Figura 9. Medicion del recorrido del carbén activado por el intestino delgado, del piloro hasta el

ciego. La medicion se realizaba con ayuda de una cinta métrica de 70 cm.
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Figura 10. Disefo experimental para la determinacion del efecto del EAE sobre la motilidad

intestinal en el modelo de carbdn activado.

6.6 Determinacion del efecto antinociceptivo del EAE en el modelo de formalina

Para conocer si el efecto antinociceptivo del EAE aplica en dolor nociceptivo, se
utilizé la prueba de formalina, propuesto por Dubuisson y Dennis en 1977. En éste, el
dolor se induce con la administracién intraplantar de 20 pyL de formalina al 3% en la pata
trasera derecha del raton. Posteriormente, el ratdon se coloca dentro de un cilindro de
acrilico transparente con espejos colocados en la parte posterior para observar el
comportamiento desde diferente angulo. EI niumero de levantamientos y sacudidas de la
pata administrada se cuantifica durante 60 s cada 5 min por 30 minutos (Figura 11). La
inyeccion intraplantar de formalina produce una respuesta dolorosa bifasica, la cual se

compone de una fase temprana (primera fase, de 0 a 5 min) y una fase tardia (segunda

fase, de 10 a 15 min) (Tjelsen y cols., 1992).
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Figura 11. Levantamientos y lamidas de la extremidad posterior derecha después de la

administracioén intraplantar de formalina al 3%.

Para determinar el efecto antinociceptivo del EAE en la prueba de formalina se
utilizaron 18 ratones divididos en 3 grupos (n=6) a los cuales se les administraron los
siguientes tratamientos: Grupo 1: vehiculo (SSI 0.9%, p.o); grupo 2: EAE (316 mg/Kg,
p.0.) Yy grupo 3: ketorolaco, como control positivo (5 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes de la
inyeccion de la formalina (Figura 12). Previo a la determinacion del efecto
antinociceptivo de los tratamientos, los ratones se dejan habituar dentro del cilindro y
posteriormente se da la administracién del tratamiento correspondiente. Una vez que se
administra la formalina en la pata trasera derecha del raton, éste se coloca en el cilindro

y se inicia el conteo de las sacudidas o levantamientos de la extremidad administrada.
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Figura 12. Disefio experimental para la determinacion del efecto antinociceptivo de Loeselia mexicana

en el modelo de formalina.

6.7 Determinaciodn del efecto antinociceptivo del EAE en la placa caliente

Para evaluar el efecto antinociceptivo del EAE en un modelo de dolor agudo e
intenso se eligid el modelo de placa caliente o “hot plate” propuesto por Eddy y
Leimbach (1953). En éste, el estimulo doloroso es inducido por calor y consiste en
colocar al raton dentro de un cilindro transparente que esta encima de una placa
caliente (55°C), asi el raton queda directamente tocando la placa. Una vez colocado el
ratén se inicia el conteo en segundos como latencia a la conducta dolorosa, tal como
brincar, lamer o retirar de la placa caliente alguna de sus extremidades traseras o
delanteras. Esta prueba tiene un tiempo de corte de 20 segundos para evitar daiar el

tejido de las patas de los animales (Figura 13).
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Figura 13. Levantamiento de ambas extremidades delanteras después de colocar al raton en la

placa caliente con un tiempo de corte de 20 s.

En este modelo de dolor se utilizaron 18 ratones macho, divididos en 3 grupos
(n=6), a los cuales se les administraron los siguientes tratamientos: Grupo 1 vehiculo
(SSI 0.9%, p.o); grupo 2 EAE (316 mg/Kg, p.o.) y, grupo 3 morfina, como control
positivo (10 mg/Kg, i.p.) (Figura 14). Un dia antes del experimento se coloca a los
animales en el cilindro transparente durante 30 minutos para disminuir las conductas
exploratorias de los animales en el dia del experimento. El dia del experimento se
vuelve a habituar a los ratones dentro del cilindro hasta que el raton esté tranquilo.
Posteriormente, los animales se retiran del cilindro y se les administra el tratamiento
correspondiente. Treinta minutos después se inicia la prueba colocando al raton en la
placa caliente que estara precalentada a 55°C y se registrara el tiempo que tarda el
animal en producir la respuesta dolorosa, sin olvidar que la prueba tiene un tiempo de

corte de 20 segundos, entonces se hacen lecturas de la conducta cada 30 minutos

durante 2 horas.
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Figura 14. Disefo experimental para la determinacién del efecto antinociceptivo de EAE en el

modelo de placa caliente.

6.8 Analisis estadistico de datos

Los porcentajes de antinocicepcion de cada tratamiento se calcularon utilizando

la siguiente formula:

. . y # Estiramientos de VEH—# Estiramientos Tx
%Antinocicepcion = [ ¢ ] *100

# Estiramientos VEH

Los cursos temporales de cada tratamiento se construyeron graficando la media
de 6 animales + error estandar (EE). Para determinar si existe diferencia estadistica
entre los diferentes tratamientos, los datos se analizaron mediante el programa
estadistico de Graphpad Prism version 5.0 con un analisis de varianza (ANADEVA) de
una via o dos vias y pruebas post hoc de Tukey o Dunnett, para la comparacion entre
tratamientos; o bien, una t de Student para la comparacién de sélo dos tratamientos. La

diferencia estadistica se consideré para una P<0.05.

En la prueba de motilidad intestinal, los datos se analizaron mediante ANADEVA
seguida por una prueba de Dunnett. Un valor de P<0.05 fue considerado para la

diferencia estadisticamente significativa.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de Loeselia mexicana o

“espinosilla” (EAE) en el modelo de writhing

En el modelo experimental de estiramiento abdominal o writhing test, el acido
acético al 1% indujo un promedio de 3.0+£0.52 estiramientos en los ratones a partir de
los primeros 5 min de administracion, el cual se fue incrementando en las mediciones
subsecuentes. De manera que, el numero maximo de estiramientos que produjo el
acido acético en el grupo con vehiculo (VEH, control negativo) fue de 26.2+1.4 a los 15
min. La respuesta nociceptiva se mantuvo practicamente sin cambios hasta los 20 min,
que fue la ultima lectura, con un promedio de 24.7 + 0.7 contracciones en el grupo VEH.

Por otro lado, la administracion oral de 100 mg/kg de metamizol sodico (MET,
control positivo), disminuy6 significativamente el nimero de estiramientos inducidos por
el acido acético 1% en comparacioén con el grupo con VEH. Esta diferencia fue evidente
a partir de los 10 min de registro y se mantuvo a los 15y 20 min (9.7+2.2 vs 22.7+3.3,
13.5£1.1 vs 26.2+1.4 y 12.7+0.8 vs 24.7+0.7, respectivamente) (Figura 15).

La administracion de EAE indujo una disminucion gradual de manera
dosis-dependiente en el numero de estiramientos inducidos por acido acético 1% en
comparaciéon con el grupo VEH. Esta disminucion fue significativa a los 10 min, con la
dosis de 218.8 y 316 mg/kg (10.2+3.4 y 6.3+3.1 vs 22.7+3.3, respectivamente), a los 15
min con las dosis de 148, 218.8 y 316 mg/kg (15.8+1.9, 11.0£2.5y 6.5£3.0 vs 26.2+1.4,
respectivamente) y, a los 20 min con las dosis de 148, 218.8 y 316 mg/kg (16.8%1.5,
14.3+2.3 y 5.5+2.8 vs 24.7+0.7, respectivamente). Con el proposito de no saturar la
grafica de los cursos temporales (Figura 15), no se indican con asteriscos las
diferencias estadisticas que se mencionaron en los parrafos anteriores, pero todas ellas
cumplen con una P<0.05 para ANADEVA de dos vias seguida por una prueba post hoc

de Dunnett en comparacion con el grupo VEH.
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Figura 15. Cursos temporales del numero de estiramientos abdominales inducidos por acido
acético al 1% en ratones en ausencia (VEH) y en presencia de metamizol sédico (MET, 100
mg/kg) y diferentes dosis del extracto acuoso de Loeselia mexicana o “espinosilla”’. Cada punto

representa el promedio del numero de estiramientos de 6 animales para cada tiempo + EE.
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Figura 16. ABC del numero de estiramientos abdominales inducidos por acido acético en
ratones en ausencia (VEH) y en presencia de diferentes dosis del EAE y de MET (100 mg/kg)
obtenidos durante 20 minutos. Cada barra representa el promedio de las ABC + EE de 6
animales. ***P<0.0001 vs VEH, ANADEVA de una via seguido de una prueba de Dunnett.
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Para el andlisis global del efecto de los diferentes tratamientos sobre los
estiramientos inducidos con el acido acético al 1% se obtuvieron las areas bajo la curva
(ABC) de sus respectivos cursos temporales. De esta manera, en la figura 16, se puede
observar que solo con las dosis de 218 y 316 mg/kg del EAE, asi como con el MET,
alcanzan wuna disminucion significativa de los estiramientos abdominales en
comparaciéon con el VEH (147.5+38.5, 86.25+42.14 y 150.0+12.45 vs 320.83+22.1 ua,
respectivamente. P<0.05, ANADEVA de una via seguido por una prueba post hoc de
Dunnett).

7.1.1 Curva dosis respuesta (CDR) del efecto antinociceptivo inducido por el EAE

en el modelo de writhing

La CDR del porcentaje del efecto antinociceptivo del EAE se construyd con base
al ABC del grupo VEH, con respecto a las ABC de las diferentes dosis del EAE. En el
analisis de la CDR del EAE se obtuvo un efecto maximo (E,s) de 73.1£13.1%, el cual
se alcanzé con la dosis de 316 mg/kg, y la dosis efectiva 50 (DEs,) calculada fue de
208.9+20.2 mg/kg. El efecto antinociceptivo del EAE fue significativo solo con las dosis
de 218 y 316 en comparacion con el VEH (54.0£12.0 y 73.1£13.1 vs 4.2+6.7%,
respectivamente. P<0.05, ANADEVA de una via seguido por una prueba post hoc de
Dunnett). También el grupo administrado con MET (100 mg/kg) mostré6 un efecto
antinociceptivo significativo en relacion al grupo VEH (53.3t3.9 vs 4.246.7%,
respectivamente. P<0.05, t de student de dos colas para muestras no pareadas (Figura
17), pero no cuando se compardé con el E., del EAE (53.3t3.9 vs 73.1£13.1,

respectivamente) (Fig. 18).
A partir de estos resultados, se selecciond la dosis mas alta del EAE (316 mg/kg) para

evaluar su efecto sobre la motilidad intestinal y su efecto antinociceptivo en otros dos

modelos de dolor en ratones.
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Figura 17. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo del extracto acuoso de espinosilla
(EAE). También se muestra el efecto del VEH y del metamizol (MET, 100 mg/kg). Todos los
tratamientos fueron administrados por via oral (p.o.). Cada punto representa el promediotEEM
del efecto antinociceptivo de 5 a 6 animales. ***P<0.0001 vs VEH, ANADEVA de una via

seguido de una prueba de Dunnett.

Em EAE (316 mg/kg)
mm MET (100 mg/kg)

-
3 [=2] =] (=]
o o o o
M TR T |

[\
o
L

o
[

% Antinocicepcion (0-20 min)

Tratamiento

Figura 18. Porcentaje del efecto antinociceptivo de la dosis mas alta de EAE (316 mg/kg) y del
MET (100 mg/kg) utilizado como control positivo. Cada barra representa la media £+ EEM de 6

animales.
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7.2 Efecto del EAE en el modelo de motilidad intestinal en ratones

En la figura 19 se muestra que la dosis de 316 mg/kg del EAE no alterd
significativamente el porcentaje de motilidad intestinal en comparacion al VEH (58.2+4.7
vs 72.7£6.1%, respectivamente). Mientras que la loperamida (LOP, 5 mg/kg, p.o.)
utilizada en este modelo como control positivo si indujo una disminucion significativa en
la motilidad intestinal en los ratones en comparacion con el VEH (23.2+2.0 vs
72.7+6.1%, respectivamente. P<0.0001, ANADEVA de una via seguido por una prueba

post hoc de Dunnett).
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Figura 19. Porcentaje de la motilidad intestinal en ratones con la administracién de VEH, del
EAE y de LOP utilizada como control positivo. Cada barra representa la media + EE de 6
ratones. ***P<0.0001 vs VEH, ANADEVA de una via seguida por una prueba de Dunnett.

7.3 Efecto antinociceptivo del EAE en la prueba de la formalina en ratones

Como es bien sabido, la prueba de la formalina se distingue por dos fases, la fase
neurogénica y la fase inflamatoria. La fase neurogénica se presenta de 0 a 10 min,
mientras que la inflamatoria se presenta a partir de los 10 min. En el curso temporal del
numero de sacudidas inducidas por la formalina en este trabajo se realizaron registros

del numero de sacudidas en los diferentes grupos experimentales cada 5 min durante
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30 min (Figura 20). Como se puede observar, la administracion intraplantar de formalina
al 3% (VEH) indujo un promedio de 26.2+1.6 sacudidas a partir de su administracion,
conducta que disminuye a los 5 y 10 min (3.7£1.1) y se incrementa gradualmente hasta
alcanzar un numero maximo de sacudidas de 11.2+3.0 a los 25 min. La administracion
oral de ketorolaco (5.0 mg/kg) 30 min antes de la administracion de formalina disminuyo
el numero de sacudidas inducidas por la formalina, solo a los 15y 25 min de registro en
comparacién con el grupo VEH (3.3x1.2 vs 9311 y 5.840.7 vs 11.2+3.0,
respectivamente). Mientras que el EAE disminuyd significativamente esta conducta en
los animales a los 15, 20, 25 y 30 min en comparacién con el VEH (3.84£0.5 vs 9.3+1.1,
4.5+0.9 vs 9.7£2.6, 4.5+1.1 vs 11.243.0 y 3.2+0.7 vs 10.3%1, respectivamente). En
todos los casos P<0.05 vs VEH, ANADEVA de dos vias seguida de una prueba de
Dunnett (Fig. 20).
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Figura 20. Curso temporal del nimero de sacudidas de la pata del ratén inducidas por la
administracion intraplantar de formalina al 3% en presencia del VEH, el EAE y ketorolaco (KET),
5 mg/kg, p.o.), utilizado como control positivo. Cada punto representa el promedio + EEM de 6
animales. *P<0.05, ANADEVA de dos vias, post-hoc Dunnett vs VEH.

En la figura 21 se muestra el analisis del ABC de cada fase de la prueba de la

formalina. Como se puede observar, en la fase neurogénica (Fig. 21A) ni el EAE ni el
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ketorolaco (KET) alteraron significativamente la conducta nociceptiva inducida por la
formalina en comparacion con el VEH (110.4+£13.7 y 97.9+4.3 vs 106.3+10.8 ua,
respectivamente). Mientras que en la fase inflamatoria, tanto el EAE como el KET
disminuyeron significativamente las sacudidas inducidas por la formalina en
comparaciéon con el grupo VEH (80.0£8.1 y 94.2+9.3 vs 185.8423.4 ua,
respectivamente. P<0.05 vs VEH, ANADEVA de una via seguido por una prueba de
Dunnett).
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Figura 21. ABC del numero total de sacudidas de la pata derecha trasera del ratéon durante la
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fase neurogénica (A) y la fase inflamatoria (B) en ausencia (VEH) y en presencia del EAE y KET
utilizado como control positivo. Cada barra representa la media + EE de 6 ratones. **P<0.001 y
***P<0.0001 vs VEH, ANADEVA de una via seguida por una prueba de Dunnett.

7.4 Efecto antinociceptivo del EAE en el modelo de placa caliente en ratones

En el modelo experimental de placa caliente o hot-plate los animales con la
administracion del VEH mostraron una latencia al estimulo térmico de 5.8+0.5 s a los
30 min de evaluacion, recordemos que el tiempo de corte para esta prueba es de 20 s.
Como se puede observar en la figura 22, la morfina (un farmaco usado en esta prueba
como control positivo) incrementd significativamente el tiempo de latencia en la placa

caliente a partir de los 30 min de su administracion y ese efecto perdur6 a los 60, 90 y
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120 min en comparacion con el VEH (14.8+1.7 vs 5.8£0.5 s, 19.549.0+£0.8 s, 18.91£0.5
vs 8.7t0.6 s 19.0+0.8 vs 9.8+0.8 s, respectivamente. P<0.05, ANADEVA dos vias
seguido de una prueba de Dunnett). Por otro lado, también el EAE incrementd
significativamente el tiempo de latencia de los animales en la placa caliente, pero solo a
los 60, 90 y 120 min en comparacion con el VEH (14.2+2.0 vs 9.0+0.8 s, 13.2+2.2 vs
8.7+0.6 s y 13.4+1.7 vs 9.810.8 s, respectivamente. P<0.05, ANADEVA dos vias seguido
de una prueba de Dunnett).
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Figura 22. Curso temporal de la latencia (s) de ratones sobre la placa después de la administraciéon de
VEH, el EAE (316 mg/kg, p.o.) o morfina (MOR, 10 mg/kg, i.p.), utilizado como control positivo. Cada
punto representa el promedio + EEM de 6 animales. *P<0.05, **P<0.001 y P<0.0001 vs VEH. ANADEVA
de dos vias seguido de una prueba de Dunnett.

Al analizar el ABC de los cursos temporales de cada tratamiento, se observa que tanto
el EAE como de la morfina aumentaron significativamente la latencia de los animales
sobre la placa caliente en comparacion con el VEH (1,273.3+£158.3 y 1,883.6+50.5 vs

852.8+46.8 ua, respectivamente. P<0.05, ANADEVA una via seguido por una Dunnett)
(Figura 23).
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Figura 23. ABC de los cursos temporales del efecto del VEH, el EAE o MOR sobre la latencia de los

animales sobre la placa caliente. Cada barra representa la media + EE de 6 ratones. *P<0.05 y

***P<0.0001 vs VEH, ANADEVA de una via seguida por una prueba de Dunnett.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En este trabajo se evalué el efecto antinociceptivo de Loeselia mexicana en
diferentes modelos de dolor en ratones, utilizando como controles positivos farmacos de
tipo opioide y AINEs, los cuales son utilizados en la clinica para el tratamiento del dolor.

La Loeselia mexicana es una planta comunmente conocida como “espinosilla”
que pertenece a la familia Polemoniaceae. Esta planta es ampliamente utilizada en la
medicina tradicional en las fiebres puerperales, contra la disenteria, la tifoidea, la
bronquitis y para el alivio de dolor e inflamacion abdominal, asi como para el dolor de
cabeza (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Ademas, se utiliza en la medicina tradicional
mexicana para hacer “limpias”, por lo que se dice que es util para curar el “espanto” o el
“susto”. En ese sentido, existe un estudio preclinico en el que se demostré que esta
especie tiene actividad ansiolitica (Herrera-Ruiz y cols., 2011). También se ha
demostrado su actividad antifungica, antidiarréica y espasmolitica (Navarro-Garcia y
cols., 2011; Pérez y cols., 20025; Rojas y cols., 1999). Sin embargo, hasta el momento
no se cuenta con evidencia cientifica que sustente su uso en el tratamiento del dolor.

Los resultados de este trabajo demostraron que el extracto acuoso de Loeselia
mexicana induce un efecto antinociceptivo en un modelo de estiramiento abdominal
(writhing test), el cual simula un dolor de tipo abdominal debido a los estiramientos
abdominales inducidos por la administracién de un compuesto irritante (acido acético al
1%) que activa a los nociceptores viscerales causando una conducta tipica que consiste
en el arqueo del lomo de los animales, el arrastre del abdomen y el estiramiento de las
extremidades traseras de los ratones (Gawade, 2012). Este dolor se asemeja al dolor
abdominal que refieren los pacientes en la clinica, siendo una de las principales causas
de asistencia médica. Cualquier estimulo que excite las fibras nerviosas de tipo C para
el dolor en regiones difusas de las visceras puede suscitar un dolor visceral (Guyton y
Hall, 2011).

La prueba de estiramiento abdominal o writhing test es inducida con acido
acético al 1% administrado por via intraperitoneal en ratones. Las sefales transmitidas
al SNC en respuesta al dolor provocado por la irritacidon provoca la liberacion de
mediadores como las PGs que contribuyen a incrementar la sensibilidad de los
nociceptores (Gawade, 2012). Ademas, el acido acético diluido actua a nivel de canales

ASIC (del inglés Acid Sensing lon Channel) de los nociceptores. Estos canales son
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activados por protones extracelulares (H*) y son permeables a cationes, principalmente
Na* y Ca?*. Tras su activacion, una corriente interna despolariza la membrana celular
activando los canales de Ca* y Na* dependientes de voltaje y contribuyendo a la
activacion del receptor NMDA en la terminal sinaptica a través de la liberacion del
bloqueo del receptor por el Mg®". Esto favorece la activaciéon de los receptores NMDA
por el glutamato, un neurotransmisor excitatorio que participa en la transmisién del dolor
(Wemmie y cols., 2013).

También se produce la activacion de receptores TRPV-1, los cuales son canales
cationicos, no selectivos, permeables a Ca* y poco sensibles al potencial de
membrana. La activacion de estos receptores en neuronas sensitivas genera sefales
que llegan a la corteza somatosensorial del SNC, donde se perciben como dolorosas.
Ademas de provocar la liberacion periférica de sustancias proinflamatorias que
sensibilizan a otras neuronas a estimulos subsecuentes (Loipa y cols., 2015).

En el analisis del efecto antinociceptivo del EAE obtenido en el presente trabajo
se determin6 que la dosis mas alta (316 mg/kg) del extracto indujo un efecto
antinociceptivo mayor (73%) que el metamizol (53%), un analgésico utilizado en la
clinica para el tratamiento del dolor visceral. A partir del analisis sobre el efecto
antinociceptivo producido por diferentes dosis del EAE, las cuales se seleccionaron en
base a un incremento logaritmico de aproximadamente 0.17, en el modelo de dolor
abdominal, se selecciond la dosis de 316 mg/kg para los experimentos posteriores, ya
que, si se hubiera utilizado una dosis mas alta, se correria el riesgo de interferir con la
determinacién del efecto analgésico. Dado que se ha reportado que el extracto de
Loeselia mexicana contiene un metabolito llamado dafnoretina, el cual tiene actividad
sedante. (Navarro y cols., 2007).

La disminucion del numero de estiramientos abdominales inducidos por el EAE
fue interpretado como efecto antinociceptivo, sin embargo, dado la naturaleza del
modelo de estiramiento abdominal en el que una disminucidon en los estiramientos
pudiera deberse tanto a un efecto sobre la via de la nocicepcion como a un efecto local
sobre la motilidad intestinal, es por eso que se decidié probar el efecto del extracto
sobre la motilidad intestinal de los ratones utilizando un modelo in vivo que consiste en
la administracion de carbén activado por via intragastrica y la posterior determinacion

de su desplazamiento en el intestino del ratéon (Than y cols., 1989; Arbos y cols., 1993).
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El desplazamiento del carbdn activado es reflejo del transito gastrointestinal y es uno de
los modelos utilizados para determinar alteraciones en la motilidad intestinal inducidas
por diversos tratamientos. En este, la disminucion en la motilidad intestinal inducida por
los tratamientos es considerado un efecto espasmolitico (Than y cols., 1989; Arbos vy
cols., 1993).

Los resultados de estos experimentos muestran que el EAE no alterd
significativamente el porcentaje de motilidad intestinal en comparacion al VEH. Mientras
que la LOP, utilizada en este modelo como control positivo, si indujo una disminucion
significativa en la motilidad intestinal en los ratones en comparacion con el VEH,
sugiriendo que el EAE no induce un efecto espasmolitico.

La LOP es utilizada como control positivo en este modelo, ya que por ser un
opioide actua sobre los receptores p de la pared intestinal inhibiendo la secrecidon de
acetilcolina y PGs de las neuronas mientéricas, disminuyendo asi el peristaltismo y la
secrecion de liquidos, lo que da como resultado un tiempo de transito gastrointestinal
mas prolongado y una mayor absorcion de liquidos y electrolitos del tracto
gastrointestinal, por lo que es utilizado en la clinica para el tratamiento de la diarrea
(Baker, 2007).

La ausencia de efecto del EAE sobre la motilidad intestinal de los ratones
observada en este estudio no coincide con un estudio realizado en el 2005 por Pérez y
cols. en donde estudiaron las propiedades antidiarreicas de varios extractos de Loeselia
mexicana. En ese estudio, los autores determinaron que una dosis de 50 mg/kg del
extracto acuoso de esta especie produce un moderado efecto antidiarreico (del 34%)
sobre la diarrea inducida con aceite de ricino en ratones de laboratorio en comparacion
con el difenoxilato (98%). El motivo por el que en nuestro estudio la dosis de 316 mg/kg
del EAE no mostrara un efecto antidiarreico podria deberse a la diferencia en el modelo
utilizado, ya que en realidad en el modelo del carbén activado, que es el que utilizamos
en nuestro estudio, no se induce diarrea, lo que se evalia es una alteracién en la
motilidad intestinal, mientras que, en el modelo con el aceite de ricino si producen
diarrea en los animales, caracterizada por una muy frecuente deposicion de las heces
de los animales con consistencia liquida. Ademas, las dosis utilizadas en ambos

estudios fueron muy diferentes. Estos resultados junto con los obtenidos en el modelo
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de estiramiento abdominal sugieren que el EAE actua en algun lugar de la via del dolor

y no sobre la inhibicion local de los espasmos intestinales.

El efecto del EAE se reforz6 mediante su evaluacién en otros modelos de dolor
en roedores, como el de la formalina y el de placa caliente.

El modelo de la formalina es un modelo de dolor inflamatorio que consiste en
administrar una soluciéon de formalina en la superficie plantar de una de las patas
traseras del raton y en la respuesta dolorosa que se desencadena por la administracion
de esta sustancia irritante, que tipicamente se expresa como lamidas y/o sacudidas de
la pata administrada. Como es bien sabido, en este modelo se induce una respuesta
dolorosa bifasica que se compone de una fase neurogénica (primera fase), la cual se
presenta de 0 a 5 min después de la administracién de la formalina, y una fase
inflamatoria (segunda fase) que comienza de 10 a 15 min después de la administracion
de la formalina y dura de 30 a 50 minutos (Tjglsen y cols., 1992). Generalmente se ha
considerado que la primera fase se debe a la activacion directa de los nociceptores
periféricos, mientras que la segunda es consecuencia de una respuesta inflamatoria
con la sensibilizacion de las neuronas nociceptivas de la médula espinal. Entre las
sustancias mas importantes que participan en la inflamacién estan las prostaglandinas,
las cuales se sintetizan principalmente por la enzima COX. Las PGs son importantes
mediadores del dolor y la inflamacion, por lo que la disminucidn en su sintesis va a
producir un efecto analgésico y antiinflamatorio (Rang y cols., 2008).

Los resultados obtenidos en este estudio utilizando el modelo de la formalina
muestran que el EAE produce un efecto antinociceptivo practicamente de la misma
intensidad que el ketorolaco utilizado como control positivo en este modelo de dolor
inflamatorio. El ketorolaco, como se mencion6é previamente, es un farmaco que
pertenece a la familia de los AINEs y evita la produccion de PGs y tromboxanos, debido
a la inhibicion de la enzima (COX). Las PGs son mediadores inflamatorios importantes
que participan en la fase inflamatoria del modelo de la formalina mas que en la fase
neurogénica, por lo que se justifica el hecho de que el ketorolaco haya mostrado un
efecto antinociceptivo solo en la fase inflamatoria de esta prueba. Incluso, el EAE
mostré practicamente el mismo perfil de efecto antinociceptivo que el ketorolaco en esta

prueba de dolor, ya que en la fase neurogénica no mostré efecto antinociceptivo pero si
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en la fase inflamatoria. Esto podria sugerir que parte del mecanismo por el que el EAE
produce su efecto antinociceptivo pudiera ser por inhibicién de sintesis de PGs, como
los AINEs.

Finalmente, en este trabajo también se determiné el efecto antinociceptivo del
EAE en la prueba de placa caliente o hot-plate. Este modelo experimental en el que se
emplea un estimulo térmico de alta intensidad para inducir dolor en los roedores se
utiliza para detectar moléculas con efecto analgésico que actuan a nivel supraespinal
(Sanchez y cols., 2019), ya que la respuesta de los animales ante el estimulo térmico
se transmite rapidamente desde la periferia hasta la médula espinal a través de la
activacion de los nociceptores tipo Ad desencadenando una respuesta refleja de retiro
practicamente inmediata (Guyton y Hall, 2011).

Los resultados de este estudio mostraron que el EAE también indujo un efecto
antinociceptivo en esta prueba, sobre todo a los 60, 90 y 120 min después de su
administracion. Mientras que la morfina, farmaco utilizado como control positivo en esta
prueba, indujo un efecto antinociceptivo desde la media hora de su administracion.
Como es bien sabido, la morfina es un farmaco opioide que actua como un agonista de
los receptores [, k' y ® (Kerrigan y Goldberger, 2020) e interrumpe la transmision de la
sefal dolorosa a nivel del SNC en la médula espinal aumentando el umbral al dolor a
nivel central. El hecho de que el EAE produjera un efecto antinociceptivo en este
modelo sugiere que parte de su mecanismo de accién involucra componentes quimicos
que actuan a nivel central, pudiendo estimular la liberacion de opioides enddgenos; o
bien, activando directamente a los receptores a opioides centrales, como lo hacen
algunos otros extractos de plantas medicinales como Celosia cristata, Salvia divinorum,
Hofmeisteria schaffneri y Mansoa alliacea entre otros; y/o metabolitos derivados de
ellos (Islam y cols., 2016; Tlacomulco-Flores y cols., 2020; Angeles-Lépez y cols., 2010;
Valle-Dorado y cols., 2022). Contrario a lo esperado, el EAE no produjo efectos sobre la
fase neurogénica de la prueba de formalina ya que, aunque es una fase que involucra
una respuesta refleja inmediata, se requiere que los componentes quimicos del extracto
ya se encuentren distribuidos a nivel central; y al parecer la absorcién y/o distribuciéon
de estos componentes activos tardan mas de 20 min, que es el tiempo en el que

realizamos la prueba de la formalina.

49



Diversos compuestos quimicos como alcaloides, taninos, saponinas, flavonas,
glucdsidos y sesquiterpenlactonas has sido identificados en esta especie vegetal, por lo
que resulta dificil saber cual de ellos es el responsable de su efecto antinociceptivo. Es
evidente que se deben realizar mas estudios para tratar de identificar a las moléculas

responsables de este efecto (Pérez y cols., 2005).

9. CONCLUSIONES

Estos resultados proporcionan evidencia cientifica de que la Loeselia mexicana
(espinosilla) puede ser util para el alivio del dolor abdominal, aunque su efecto parece
no tener relacion con alguna alteracion sobre la motilidad intestinal. Esta especie
vegetal también produjo efectos antinociceptivos en otros modelos de dolor ademas del
visceral.

Esto sustenta el uso de esta planta en la medicina tradicional para el alivio de

diferentes tipos de dolor, no sélo el abdominal.

10. PERSPECTIVAS

e De acuerdo con los resultados de este proyecto se propone continuar con los
estudios para determinar el mecanismo de accion del extracto acuoso de
Loeselia mexicana para producir sus efectos antinociceptivos.

e Asi como su evaluacidon en otros modelos para corroborar otros usos que se le
da en la medicina tradicional.

e Identificar y aislar a él o a los metabolitos de Loeselia mexicana responsables de
su efecto antinociceptivo y ubicar nuevas moléculas como origen de farmacos

para uso clinico.
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