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1. INTRODUCCIÓN

El dolor cumple con una función protectora, ya que al percibirlo nos permite

alejarnos del estímulo que lo causa, evitando que se genere un daño irreversible al

tejido y cumpliendo así una función fisiológica de preservación. Sin embargo, cuando el

dolor es inducido por un proceso patológico es necesario conocer el problema que lo

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

Entre los principales fármacos 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 Organización Mundial de Salud (OMS), gran parte de la población 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 empírico de

que funciona, además 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 científicos que ayuden a complementar, apoyar y/o a corroborar la información

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 inflamación del

estómago, fiebres puerperales, disentería, bilis, tifoidea, bronquitis, gripe, ronquera, tos

y dolor de cabeza. A pesar de su uso en la medicina tradicional para el alivio del dolor,

aún no se cuenta con evidencias científicas de la actividad analgésica de esta especie

mexicana. Por lo tanto, para dar el sustento científico del uso de esta planta para el

alivio del dolor, en esta tesis se incluyen los resultados de la evaluación del efecto

analgésico del extracto acuoso de Loeselia mexicana en diferentes modelos de dolor

en ratones.
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2. MARCO TEÓRICO

2.1 Dolor

La Asociación 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 lesión tisular real o potencial" (IASP, 2020). Las

características sensitivas y emocionales del dolor varían según el origen, experiencias

previas del paciente y el entorno que lo rodea, lo cual lo hace una experiencia subjetiva

única para cada paciente. Como se mencionó, el dolor cumple una función protectora

para los seres vivos, ya que gracias a el se pueden evitar los estímulos que inducen

daño a los tejidos alejándonos de estímulos dañinos. Cuando éste es provocado por

una patología, 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 prescripción 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 Clasificación del dolor

El dolor puede clasificarse de diferentes maneras; por su duración, en agudo o

crónico; por su intensidad, en leve, moderado o severo; por su patogenia, en

neuropático, nociceptivo o psicógeno y; por su localización, en somático o visceral

(Díaz, 2005). Debido a que los diferentes modelos utilizados en esta tesis se asocian

con la localización del dolor, a continuación se profundiza al respecto:

Dolor somático. El dolor somático es aquel que aparece después de un

estímulo potencialmente dañino y que activa a los receptores del dolor (nociceptores)

que se encuentran localizados en piel, músculos o articulaciones. El dolor somático

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 activación de los

nociceptores en los órganos viscerales torácicos, pélvicos o abdominales, suele

provenir de distensión, inflamación o isquemia de algunos de estos órganos (Kansal y

Hughes, 2016). Este tipo de dolor se describe como difuso y mal localizado, viene

acompañado de reflejos motores y autonómicos como vómitos, náuseas y tensión

muscular (cólico). Este dolor no siempre está asociado a una lesión visceral; por

ejemplo, realizar un corte en el intestino no causa dolor. Mientras que un espasmo en el

músculo liso de la vejiga si es doloroso, aunque no haya una lesión con daño al tejido

(Cervero, 1999). Esta característica del dolor visceral se debe a las propiedades

funcionales de los receptores periféricos de los nervios que inervan ciertos órganos

viscerales y el hecho de que ciertas vísceras no están inervadas por receptores

sensoriales. El dolor visceral es relativamente frecuente, se sabe que cerca de un 25%

de la población mundial lo ha experimentado. Aunque en muchos casos no hay un

motivo evidente de la presencia del dolor, a menudo se les denomina trastorno

"idiopático" o "funcional" (Grundy y cols., 2019). El dolor visceral se inicia por una

sensibilización de los sensores aferentes primarios que inervan la víscera,

hiperexcitabilidad de las neuronas ascendentes neuronales que reciben la información

sináptica de las vísceras y desregulación de las vías descendentes que modulan la

transmisión nociceptiva espinal (Kansal y Hughes, 2016).

2.2 Nocicepción

Como es bien sabido, el dolor no es lo mismo que la nocicepción, ya que el dolor

tiene un componente subjetivo muy importante, mientras que la nocicepción no. La

nocicepción es el proceso fisiológico neuronal que permite percibir estímulos químicos,

mecánicos o térmicos que son interpretados a nivel central como dolorosos. En ese

sentido, la percepción de dichos estímulos inicia en los receptores del dolor, también

conocidos como “nociceptores”, que son fibras nerviosas especializadas en detectar y

responder a estímulos nocivos. Éstas se encargan de traducir un estímulo doloroso en

una señal eléctrica y transmitirla desde la periferia hasta el sistema nervioso central

(SNC) mediante axones. Las fibras nerviosas de los nociceptores se clasifican como Aδ

y C. Las fibras Aδ son fibras mielinizadas, con rápida velocidad de conducción de la
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señal nerviosa. Las fibras C no tienen mielina (amielínicas) y tienen una baja velocidad

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

La nocicepción involucra varias etapas (transducción, transmisión,percepción y

modulación) que se desencadenan de forma consecutiva.

La transducción de un estímulo inicia con la conversión del estímulo nociceptivo

(mecánico, térmico o químico) a un potencial de acción, a través de la activación de los

nociceptores por la liberación de mediadores químicos que sensibilizan o activan a

otros receptores presentes en los nociceptores. Luego, la transmisión se inicia, la cual

involucra la conducción de los potenciales de acción desde la periferia al asta dorsal de

la médula espinal a través de las fibras mielinizadas de conducción rápidas (Aδ) y no

mielinizadas de conducción lenta (C). Hay una participación importante de canales de

sodio (Na+). Posteriormente, la percepción del estímulo 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 vía

espinotalámica, donde el cerebro hace conciencia y reconoce como doloroso al

estímulo percibido. En esta etapa participa un componente sensitivo discriminativo

(cómo, dónde, y cuánto me duele) y una respuesta afectiva emocional asociada.

Finalmente, la modulación de la respuesta dolorosa se produce, que es la fase en la

que se activa una vía analgésica descendente en la que participan diversos

compuestos químicos que se encargan de “modular” o “inhibir” el paso de la señal

dolorosa en la médula espinal a través de la liberación de serotonina

(5-hidroxitriptamina o 5-HT), noradrenalina (NA) y/o los opioides endógenos

(Torregrosa, 1994) (Figura 1).
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Figura 1. Representación esquemática de las etapas del proceso de nocicepción: transducción,

transmisión, percepción y modulación. Modificada de Torregrosa, 1994

2.3 Fármacos utilizados para el tratamiento del dolor

Los fármacos 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 fármacos de estructura química variada que

son utilizados para el alivio del dolor leve o moderado. El fármaco prototipo de este

grupo es el ácido acetil salicílico, comúnmente conocido como aspirina. Además de su

efecto analgésico, éstos inducen un efecto antiinflamatorio y antipirético, pueden aliviar

el dolor postoperatorio, odontológico y menstrual, así como el producido por cefaleas y

migraña. Dado que estos fármacos 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 irritación gástrica, prolongación de hemorragias debido a su capacidad de inhibir

la función de las plaquetas y alteración de la hemodinámica renal en un riñón alterado.

El mecanismo de acción de los AINEs consiste en la inhibición de la enzima
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ciclooxigenasa (COX) en sus dos isoformas: COX-1 y COX-2; y su consecuente

disminución en la síntesis de prostaglandinas (PGs) y tromboxanos a partir del ácido

araquidónico, sustrato natural de la COX (Figura 2). Las PGs son importantes

mediadores del dolor y la inflamación, por lo que la disminución en su síntesis 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 expresión, ya

que COX-1 es constitutiva y se expresa en la mayoría de los tejidos. Mientras que la

COX-2 se induce en las células inflamatorias cuando estas se activan. También se ha

encontrado la expresión de una isoforma que se le llama COX-3, la cual parece ser una

variante de la COX-1. En general, la mayoría de los AINEs inhiben tanto a la COX-1

como a la COX-2; aún cuando existen fármacos más selectivos para la COX-2 que ya

se utilizan en la clínica para una menor incidencia de efectos adversos (Rang y cols.,

2008).

Figura 2. Mecanismo de acción de los AINES. Modificada de Farmacología Humana 3a

Edición, hecha con BioRender.com
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Generalmente los efectos adversos producidos por los AINEs están asociados

con su capacidad para inhibir a la COX-1. Por ejemplo, pueden provocar alteraciones y

lesiones gastrointestinales, ya que muchos de los mecanismos fisiológicos protectores

de la mucosa gastroduodenal son dependientes de la síntesis de PGs y su alteración

reduce la producción de moco citoprotector, la secreción de bicarbonato y el flujo

sanguíneo a la mucosa, causando erosiones y úlceras. Estas lesiones pueden originar

complicaciones graves, como perforaciones o hemorragias, debido a que alteran la

agregación plaquetaria (dependiente de la síntesis de PGs). También pueden provocar

alteraciones a nivel renal, ya que en pacientes donde la perfusión renal está

comprometida, los AINEs pueden desencadenar diversas nefropatías de carácter

agudo: síndrome nefrótico, nefritis intersticial aguda, necrosis tubular aguda, vasculitis o

estados de hipoperfusión renal. La inhibición de la síntesis de PGs a nivel renal origina

una disminución en la capacidad para diluir la orina, lo cual conduce a la retención de

agua y en menor proporción a la retención de sodio. La principal preocupación sobre la

función renal es que con el consumo prolongado y constante de AINEs se induce

nefropatía intersticial crónica, que desemboca en una necrosis papilar e insuficiencia

renal crónica. Otros de los efectos adversos que se pueden llegar a presentar con el

uso prolongado de estos fármacos son fenómenos de hipersensibilidad y reacciones

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

A continuación se describe un poco más 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 profármaco que pertenece al grupo de los AINEs y fue

sintetizado en 1920, su nombre químico es

N-(2,3-dimetil-5-oxo-1-fenil-3-pirazolin-4-yl)-N metilamino metanosulfonato y es usado

en la clínica como analgésico, antipirético y antiespasmódico, en administración oral o

parenteral (Nikolova y cols., 2012). En 1977 se prohibió su venta en muchos países

porque su uso se asoció a la aparición de agranulocitosis, también conocida como

granulocitopenia. La agranulocitosis es una afección grave de la sangre que se produce

cuando hay un número muy bajo de granulocitos (neutrófilos, eosinófilos y basófilos).
15



Los granulocitos son una parte importante del sistema inmunológico y ayudan a

combatir las infecciones, por lo que una disminución de ellos disminuye la capacidad

del organismo de combatir las infecciones. A pesar de esto, este fármaco se continúa

utilizando en varios países como México y algunos países europeos como Bulgaria

Dado que el metamizol es un profármaco, después de su administración oral es

metabolizado en el tracto gastrointestinal formando su metabolito activo mediante

hidrólisis, el N-metil-4- aminoantipirina (MAA, el cual es rápida y completamente

absorbido por vía oral. El volumen de distribución 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 hígado, el MAA forma otro metabolito activo que es la

4-amino-antipirina (AA); además, por la vía 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 media son de 2 a 3 h y

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

Figura 3. Estructura química de la dipirona o metamizol sódico y sus metabolitos. MAA:

4-metilaminoantipirina, AA: 4-aminoantipirina, FAA: 4-formolaminoantipirina.
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Como todos los AINEs, el principal mecanismo de acción del metamizol es la

inhibición de la COX-1 y de la COX-2; y su consecuente disminución en la producción

de prostaglandinas (PGs) a partir del ácido araquidónico, mediadores importantes que

participan en el dolor y la inflamación. La inhibición de la COX deja más cantidad

disponible del ácido araquidónico que a través de otras vías metabólicas, puede

producir endocannabinoides, moléculas endógenas que producen un efecto

antinociceptivo en la médula espinal. No se sabe con certeza si el metamizol actúa solo

en el SNC, sólo en la periferia o en ambos. Existen evidencias de que en el efecto

analgésico del metamizol están involucrados otros mecanismos como la participación

de la vía del óxido nítrico, o la liberación de opioides endógenos (Nikolova y cols.,

2012), lo cual explicaría su eficacia analgésica.

El ketorolaco, otro fármaco del grupo de los AINEs, contiene un carbono quiral y

es comercializado como la mezcla racémica en forma de sal de trometamina (Figura 4).

Éste se administra por vía oral, sublingual, intramuscular, intravenosa y como una

solución oftálmica (Sinha y cols., 2009), es rápidamente absorbido alcanzando una

biodisponibilidad del 90 al 100% por vía oral y de casi el 100% cuando se administra

por vía intramuscular. Tiene una alta unión a proteínas plasmáticas (<99%) y un

volumen de distribución de 0.1 a 0.3 L/kg, su principal vía metabólica es por

hidroxilación y conjugación con el ácido glucurónico en el hígado. La depuración es

menor a 30 mL/min y se elimina principalmente por vía renal con un tiempo de vida

media de 4 a 6 h (Brocks y Jamali, 1992).

El ketorolaco es un fármaco útil 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 química del ketorolaco (sal de trometamina) mostrando en un círculo rojo la

ubicación 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 daño renal que con otros AINEs, por lo que este fármaco está

contraindicado en pacientes con insuficiencia renal crónica (Mahmoodi y cols.,

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

2.3.2 Opioides

Otro grupo de fármacos útiles 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 fármaco prototipo de este grupo es la morfina, pero

también se encuentra el tramadol, la buprenorfina, la pentazocina, entre otros. Este

grupo de fármacos solo producen efecto analgésico, no antiinflamatorio ni antipirético

como los anteriores, aunque su ventaja radica en que son útiles en el tratamiento del

dolor de alta intensidad. Los efectos farmacológicos de los opioides se deben a su

unión selectiva a receptores de opioides que se encuentran en varios sitios del SNC,

bloqueando así la transmisión del estímulo doloroso (Kerrigan y Goldberger, 2020).

Los principales receptores opioides localizados en el organismo son μ (mu), κ

(kappa) y δ (delta). La activación de los receptores μ son responsables de la analgesia

y la depresión a nivel espinal y supraespinal, así como de la depresión respiratoria,

miosis, euforia, baja motilidad intestinal, hipotermia, bradicardia, tolerancia y

dependencia física. La activación de los receptores κ son responsables de la analgesia
18



espinal, sedación, miosis, diuresis, insuficiencia respiratoria y depresión. Por último, los

receptores δ son responsables de la analgesia espinal, disforia, delirios, alucinaciones,

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

La morfina, el principal alcaloide del opio (Figura 5), recibió su nombre en honor

al dios del sueño, Morfeo. Es un fármaco 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 usó 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 rápidamente después de la administración parenteral (intramuscular,

subcutánea e intravenosa) pero cuando se administra por vía oral sufre metabolismo

del primer paso disminuyendo su biodisponibilidad al 38%. Tiene un volumen de

distribución de 2.5 L/kg y una moderada unión a proteínas plasmáticas (35%). Su

metabolismo en el hígado forma dos metabolitos activos (morfina-3-glucurónido y

morfina-6-glucurónido) (Figura 5). Su excreción es principalmente por vía renal con un

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

Figura 5. Estructura química de la morfina y sus metabolitos activos.
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Actúa como un agonista completo de los receptores μ y un agonista parcial de

los receptores κ y δ. Se utiliza en la clínica como analgésico, sobre todo para tratar a

pacientes con cáncer, sedación preoperatoria y en obstetricia (Kerrigan y Goldberger,

2020). Sin embargo, su administración produce muchos efectos adversos que limitan de

manera importante su uso, tales como: depresión respiratoria por disminuir la respuesta

del centro respiratorio del cerebro a los niveles de dióxido de carbono, también induce

vasodilatación periférica promoviendo la hipotensión debido a la liberación de histamina

y produce constipación por disminución de la motilidad intestinal, entre otros efectos.

Finalmente, la loperamida es un fármaco opioide que fue sintetizado en 1967,

diseñado para producir un efecto antidiarreico (Awouters y cols., 1993), su mecanismo

de acción consiste en la unión a receptores opiáceos μ de la pared intestinal, inhibiendo

la secreción 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 secreción de fluidos

y de electrolitos aumentando la absorción de agua (Loperamida-Vademécum, 2018). La

loperamida es el fármaco prototipo clásicamente utilizado como control positivo para

comparar la motilidad intestinal, la cual puede ser asociada a un efecto de constipación

o 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 prácticamente no se absorbe e induce un efecto local a nivel

intestinal. La pequeña porción que se llega a absorber se metaboliza en el hígado por la

CYP450. El 33% del fármaco 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 prácticamente no se absorbe

casi no induce efectos adversos. Sin embargo, se han reportado distensión y/o dolor

abdominal, somnolencia, mareos, constipación, xerostomía, náuseas y vómitos

(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 clínico. 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 físicos. Este conocimiento

se transmite de generación en generación y se le reconoce como parte de la “medicina

tradicional”. Por lo tanto, la medicina tradicional es la suma de los conocimientos,

capacidades y prácticas basadas en las teorías, creencias y experiencias propias de

diferentes culturas; sean explicables o no, utilizadas para mantener la salud y prevenir,

diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades físicas y mentales (2014 -2023 Estrategia

de La OMS Sobre Medicina Tradicional). En ese sentido, México es el quinto país con

más 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

Secretaría de Salud, el 90% de la población mexicana ha utilizado alguna de las 4,500

plantas medicinales de México por lo menos una vez en su vida (Secretaría de Medio

Ambiente y Recursos Naturales, 2021).

La medicina tradicional sigue siendo subestimada hoy en día, 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 preclínicos los efectos

farmacológicos y/o terapéuticos que se les atribuyen a varias plantas medicinales con la

intención de asegurar su eficacia y seguridad. Además de tratar de identificar y/o aislar

al o los principios activos responsables de su efecto farmacológico. A continuación 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 Distribución y hábitat

La Loeselia mexicana (L. mexicana) (Lam.) Brandegee, pertenece a la familia

Polemoniaceae, es una planta endémica de México, comúnmente conocida como:

espinosilla, hierba de la virgen, chuparrosa, gallina ciega, mirto rojo, mirto silvestre,

cuachile, huicicila, guachichile o huichichila (Rzędowski y Rzędowski, 1995; Nash,

1979). Ésta tiene una amplia distribución en nuestro país y habita en una gran variedad

de climas y ecosistemas, por lo que se puede encontrar en prácticamente todos los

estados de México.

2.4.1.2 Descripción

La Loeselia mexicana es un arbusto de 1 o 2 m de altura con la base leñosa y

con tallos erectos ramificados desde la base, tiene hojas de 4 a 6 cm de largo y de 1.5 a

2 cm de ancho, rígidas y ásperas 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 lóbulos anchos. Los

estilos sobrepasan la corona (Figura 6) (Rzędowski y Rzędowski, 1995). Hay

ejemplares que florecen todo el año, aunque es más común verlos en flor del final de la

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

2.4.1.3 Usos medicinales

En la medicina tradicional, la infusión de L. mexicana se emplea para combatir la

fiebre puerperal, la disentería, la bronquitis, el dolor e inflamación del estómago, la

tifoidea, dolor de cabeza, entre muchos otros (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Además,

los curanderos la utilizan para hacer limpias.

En la publicación “Plantas medicinales de la farmacia viviente del CEFOFOR:

usos terapéuticos tradicionales y dosificación” 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 días (Plantas medicinales de
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la farmacia viviente del CEFOFOR: Usos terapéuticos tradicionales y dosificación,

2010) A partir del extracto metanólico de esta especie se ha aislado la dafnoretina, una

cumarina con efecto ansiolítico (Herrera-Ruiz y cols., 2011). También se han identificado

la escopoletina y la umbeliferona, las cuales tienen actividad antifúngica y ansiolítica

(Navarro-García 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, aún no se han realizado estudios

directamente con estos metabolitos dentro de L. mexicana (Smith y cols., 1977), pero sí

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

Figura 6. Loeselia mexicana (Lam.) Brandegee (Polemoniaceae), comúnmente 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 farmacológico o

químico. Solo existen algunos estudios preclínicos de sus efectos como espasmolítico

(Rojas y cols., 1999), antidiarreico (Pérez y cols., 2005), antifúngico (Navarro-García y

cols., 2011) y ansiolítico (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 evaluación de la prueba de carbón activado, ya que el

efecto antinociceptivo podría estar asociado con cambios en la motilidad intestinal

asociado con un efecto espasmolítico o de disminución de la motilidad (constipación)

como parte del efecto adverso en la acción 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 función de detectar o localizar

los procesos que dañan los tejidos de un organismo. El cual es también considerado un

fenómeno subjetivo que puede estar o no vinculado a una lesión o patología, pero que

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

El dolor abdominal y muscular es uno de los síntomas que acompaña a varias

alteraciones patológicas en el tracto gastrointestinal y en la musculatura esquelética,

respectivamente. El incremento en la motilidad intestinal puede ser uno de los efectos

que acompañan al dolor o que pueden generarse como acción espasmogénica, así

como también pueden ser parte de los efectos adversos en el mecanismo opioide de

algunos analgésicos. En ese sentido, uno de los grupos farmacológicos más recetados

para el alivio del dolor de tipo abdominal es el metamizol, fármaco que pertenece al

grupo de los AINEs y que alivia también los espasmos intestinales y la inflamación. Sin

embargo, debido a los efectos adversos que suelen provocar este grupo de fármacos,

un gran porcentaje de la población 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 empírico de que funciona.

Dentro de la medicina tradicional se conoce a la Loeselia mexicana (espinosilla),

que por conocimientos empíricos se usa como una infusión para aliviar el dolor de

estómago (espasmolítico) y también para la diarrea. Sin embargo, aún no se cuenta con

estudios científicos suficientes que lo avalen, por lo que en este trabajo de investigación

se desea corroborar su efecto de tipo analgésico mediante diferentes modelos de dolor

y una prueba para la evaluación de la motilidad intestinal.
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4. HIPÓTESIS

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

infusión para el alivio del dolor abdominal, la administración de su extracto acuoso

producirá 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 más alta del extracto acuoso de Loeselia

mexicana sobre la motilidad intestinal en ratones.

● Evaluar el efecto antinociceptivo de la dosis más alta del extracto acuoso de

Loeselia mexicana en el modelo de la formalina en ratones.

● Robustecer el efecto antinociceptivo de la dosis más alta del extracto acuoso de

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

6.1 Material vegetal

La planta se compró 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 depositó en la colección etnobotánica del Jardín Botánico del Instituto de

Biología de la UNAM con el número de voucher 3377.

6.1.1 Obtención del extracto

El extracto acuoso de Loeselia mexicana fue obtenido por la Dra. Guadalupe

Esther Ángeles López del Laboratorio de Desarrollo de Medicamentos del

Departamento de Farmacología de la Facultad de Medicina de la UNAM. El extracto se

preparó utilizando las partes aéreas de la planta secas y pulverizadas. 180 g de este

material se infusionó con 5.4 L de agua. La infusión se filtró y se liofilizó obteniendo 9.8

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

6.2 Animales de experimentación

Para este trabajo de investigación 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 ), además de un ciclo de

luz-oscuridad de 12 horas. El alimento se les retiró a los animales 12 horas antes del

experimento y se les mantuvo con libre acceso de agua. El uso de los animales se llevó

a cabo bajo la supervisión de un protocolo aprobado por la comisión de Ética Animal de

la Facultad de Medicina de la UNAM (FM/DI/054/2018) y de acuerdo con la Norma

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 sobre las especificaciones técnicas para la

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio, así como con las normas

internacionales correspondientes.

27



6.3 Reactivos

Metamizol sódico (AMSA, México), ketorolaco (CAYMAN, USA), loperamida

(SIGMA, Italia), Morfina (PISA, México), ácido acético y formalina (MEYER, México).

Para inducir conductas nociceptivas en los diferentes modelos de dolor se prepararon

las siguientes soluciones: una solución de ácido acético al 1% con solución salina

isotónica (SSI, 0.9% NaCl) y una solución al 5% de formalina. El metamizol, el

ketorolaco, la loperamida y el extracto acuoso de espinosilla (EAE) se diluyeron en SSI

hasta obtener las concentraciones adecuadas para su administración. Dado que el

metamizol es un compuesto susceptible a la temperatura y fotosensible se mantuvo en

refrigeración y frascos ámbar para su protección.

6.4 Determinación 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 utilizó la prueba de estiramiento abdominal o writhing test, el cual consiste

en determinar el número de estiramientos abdominales inducidos en el ratón mediante

la administración intraperitoneal (i.p.) de ácido acético al 1% (Siegmund y cols., 1957;

Gawade, 2012). Los estiramientos abdominales consisten en la contracción de los

músculos abdominales, el arqueamiento de la espalda hasta que el abdomen del ratón

toca el piso de la caja de acrílico, y la extensión de las extremidades posteriores, como

se muestra en la figura 7.

Figura 7. Representación de las características 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 determinación 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: vehículo (SSI 0.9%); grupo 2 a

5: EAE (100, 148, 218.8 y 316 mg/kg), respectivamente; y grupo 6: metamizol sódico

como control positivo (100 mg/Kg). Todos los tratamientos se administraron por vía

intragástrica 30 min antes de la administración i.p. de ácido acético al 1% (0.3

mL/ratón). Una vez administrado el ácido acético se cuantifica el número de

estiramientos abdominales que éste produce durante 20 min en intervalos de 5 min

(Figura 8). Una reducción en el número de estiramientos con los tratamientos fue

indicativo del efecto analgésico.

Figura 8. Diseño experimental para la determinación del efecto antinociceptivo de Loeselia

mexicana en el modelo de dolor abdominal.

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

Para evaluar el efecto del EAE sobre la motilidad intestinal se empleó el método

de Arbós y cols. (1993) en ratones, el cual consistió en administrar el tratamiento con

EAE o el fármaco de referencia y 15 minutos se administró carbón activado al 5% por

vía intragástrica preparado en una suspensión acuosa de goma arábiga al 10%,

posteriormente se aplicó la eutanasia a los animales y se extrajo su intestino delgado,

desde el píloro hasta el ciego, se midió el recorrido que realizó el carbón activado en el

intestino (Figura 9). Un menor recorrido de carbón activado fue indicativo de efecto de

constipación o reducción 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 administró vehículo (SSI 0.9%),
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EAE (316 mg/Kg) o loperamida como control positivo (5 mg/Kg). Todos los tratamientos

se administraron por vía intragástrica y 15 minutos después de la administración del

tratamiento correspondiente, se les administró carbón activado. A los 20 minutos de la

administración del carbón activado se realizó la eutanasia a todos los animales

mediante dislocación cervical y se procedió a disecar cuidadosamente el intestino

delgado, desde el píloro hasta el ciego y se midió el recorrido del carbón activado con

una cinta métrica (Figura 10) para obtener la distancia recorrida mediante el registro en

cm desde el píloro hasta la parte delantera del carbón (A), y la longitud total del

intestino delgado (B). La motilidad intestinal de cada ratón se calculó como porcentaje

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

% 𝑑𝑒 𝑀𝑜𝑡𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑛𝑎𝑙 = 𝐴
𝐵 ×100

Figura 9. Medición del recorrido del carbón activado por el intestino delgado, del píloro hasta el

ciego. La medición se realizaba con ayuda de una cinta métrica de 70 cm.
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Figura 10. Diseño experimental para la determinación del efecto del EAE sobre la motilidad

intestinal en el modelo de carbón activado.

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

Para conocer si el efecto antinociceptivo del EAE aplica en dolor nociceptivo, se

utilizó la prueba de formalina, propuesto por Dubuisson y Dennis en 1977. En éste, el

dolor se induce con la administración intraplantar de 20 μL de formalina al 3% en la pata

trasera derecha del ratón. Posteriormente, el ratón se coloca dentro de un cilindro de

acrílico transparente con espejos colocados en la parte posterior para observar el

comportamiento desde diferente ángulo. El número de levantamientos y sacudidas de la

pata administrada se cuantifica durante 60 s cada 5 min por 30 minutos (Figura 11). La

inyección intraplantar de formalina produce una respuesta dolorosa bifásica, la cual se

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

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

administración 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: vehículo (SSI 0.9%, p.o); grupo 2: EAE (316 mg/Kg,

p.o.) y grupo 3: ketorolaco, como control positivo (5 mg/kg, i.p.) 20 minutos antes de la

inyección de la formalina (Figura 12). Previo a la determinación del efecto

antinociceptivo de los tratamientos, los ratones se dejan habituar dentro del cilindro y

posteriormente se da la administración del tratamiento correspondiente. Una vez que se

administra la formalina en la pata trasera derecha del ratón, 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. Diseño experimental para la determinación del efecto antinociceptivo de Loeselia mexicana

en el modelo de formalina.

6.7 Determinación 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 eligió el modelo de placa caliente o “hot plate” propuesto por Eddy y

Leimbach (1953). En éste, el estímulo doloroso es inducido por calor y consiste en

colocar al ratón dentro de un cilindro transparente que está encima de una placa

caliente (55°C), así el ratón queda directamente tocando la placa. Una vez colocado el

ratón 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 dañar 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 ratón 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 vehículo

(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 día 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 día del experimento. El día del experimento se

vuelve a habituar a los ratones dentro del cilindro hasta que el ratón 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 ratón en la

placa caliente que estará precalentada a 55°C y se registrará 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. Diseño experimental para la determinación del efecto antinociceptivo de EAE en el

modelo de placa caliente.

6.8 Análisis estadístico de datos

Los porcentajes de antinocicepción de cada tratamiento se calcularon utilizando

la siguiente fórmula:

%𝐴𝑛𝑡𝑖𝑛𝑜𝑐𝑖𝑐𝑒𝑝𝑐𝑖ó𝑛 =  (# 𝐸𝑠𝑡𝑖𝑟𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝑉𝐸𝐻−# 𝐸𝑠𝑡𝑖𝑟𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑇𝑥
# 𝐸𝑠𝑡𝑖𝑟𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑉𝐸𝐻⎡⎣ ⎤⎦ * 100

Los cursos temporales de cada tratamiento se construyeron graficando la media

de 6 animales ± error estándar (EE). Para determinar si existe diferencia estadística

entre los diferentes tratamientos, los datos se analizaron mediante el programa

estadístico de Graphpad Prism versión 5.0 con un análisis de varianza (ANADEVA) de

una vía o dos vías y pruebas post hoc de Tukey o Dunnett, para la comparación entre

tratamientos; o bien, una t de Student para la comparación de sólo dos tratamientos. La

diferencia estadística se consideró 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 estadísticamente 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 ácido

acético al 1% indujo un promedio de 3.0±0.52 estiramientos en los ratones a partir de

los primeros 5 min de administración, el cual se fue incrementando en las mediciones

subsecuentes. De manera que, el número máximo de estiramientos que produjo el

ácido acético en el grupo con vehículo (VEH, control negativo) fue de 26.2±1.4 a los 15

min. La respuesta nociceptiva se mantuvo prácticamente sin cambios hasta los 20 min,

que fue la última lectura, con un promedio de 24.7 ± 0.7 contracciones en el grupo VEH.

Por otro lado, la administración oral de 100 mg/kg de metamizol sódico (MET,

control positivo), disminuyó significativamente el número de estiramientos inducidos por

el ácido acético 1% en comparación con el grupo con VEH. Esta diferencia fue evidente

a partir de los 10 min de registro y se mantuvo a los 15 y 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 administración de EAE indujo una disminución gradual de manera

dosis-dependiente en el número de estiramientos inducidos por ácido acético 1% en

comparación con el grupo VEH. Esta disminución 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±2.5 y 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 propósito de no saturar la

gráfica de los cursos temporales (Figura 15), no se indican con asteriscos las

diferencias estadísticas que se mencionaron en los párrafos anteriores, pero todas ellas

cumplen con una P<0.05 para ANADEVA de dos vías seguida por una prueba post hoc

de Dunnett en comparación con el grupo VEH.
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Figura 15. Cursos temporales del número de estiramientos abdominales inducidos por ácido

acético al 1% en ratones en ausencia (VEH) y en presencia de metamizol sódico (MET, 100

mg/kg) y diferentes dosis del extracto acuoso de Loeselia mexicana o “espinosilla”. Cada punto

representa el promedio del número de estiramientos de 6 animales para cada tiempo ± EE.

Figura 16. ABC del número de estiramientos abdominales inducidos por ácido 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 vía seguido de una prueba de Dunnett.
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Para el análisis global del efecto de los diferentes tratamientos sobre los

estiramientos inducidos con el ácido acético al 1% se obtuvieron las áreas 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, así como con el MET,

alcanzan una disminución significativa de los estiramientos abdominales en

comparación 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 vía 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 construyó con base

al ABC del grupo VEH, con respecto a las ABC de las diferentes dosis del EAE. En el

análisis de la CDR del EAE se obtuvo un efecto máximo (Emáx) de 73.1±13.1%, el cual

se alcanzó con la dosis de 316 mg/kg, y la dosis efectiva 50 (DE50) 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 comparación con el VEH (54.0±12.0 y 73.1±13.1 vs 4.2±6.7%,

respectivamente. P<0.05, ANADEVA de una vía seguido por una prueba post hoc de

Dunnett). También el grupo administrado con MET (100 mg/kg) mostró un efecto

antinociceptivo significativo en relación al grupo VEH (53.3±3.9 vs 4.2±6.7%,

respectivamente. P<0.05, t de student de dos colas para muestras no pareadas (Figura

17), pero no cuando se comparó con el Emáx del EAE (53.3±3.9 vs 73.1±13.1,

respectivamente) (Fig. 18).

A partir de estos resultados, se seleccionó la dosis más 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 vía oral (p.o.). Cada punto representa el promedio±EEM

del efecto antinociceptivo de 5 a 6 animales. ***P<0.0001 vs VEH, ANADEVA de una vía

seguido de una prueba de Dunnett.

Figura 18. Porcentaje del efecto antinociceptivo de la dosis más 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 alteró

significativamente el porcentaje de motilidad intestinal en comparación 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 sí indujo una disminución significativa en

la motilidad intestinal en los ratones en comparación con el VEH (23.2±2.0 vs

72.7±6.1%, respectivamente. P<0.0001, ANADEVA de una vía seguido por una prueba

post hoc de Dunnett).

Figura 19. Porcentaje de la motilidad intestinal en ratones con la administración 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 vía 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

número de sacudidas inducidas por la formalina en este trabajo se realizaron registros

del número de sacudidas en los diferentes grupos experimentales cada 5 min durante
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30 min (Figura 20). Como se puede observar, la administración intraplantar de formalina

al 3% (VEH) indujo un promedio de 26.2±1.6 sacudidas a partir de su administración,

conducta que disminuye a los 5 y 10 min (3.7±1.1) y se incrementa gradualmente hasta

alcanzar un número máximo de sacudidas de 11.2±3.0 a los 25 min. La administración

oral de ketorolaco (5.0 mg/kg) 30 min antes de la administración de formalina disminuyó

el número de sacudidas inducidas por la formalina, solo a los 15 y 25 min de registro en

comparación con el grupo VEH (3.3±1.2 vs 9.3±1.1 y 5.8±0.7 vs 11.2±3.0,

respectivamente). Mientras que el EAE disminuyó significativamente esta conducta en

los animales a los 15, 20, 25 y 30 min en comparación con el VEH (3.8±0.5 vs 9.3±1.1,

4.5±0.9 vs 9.7±2.6, 4.5±1.1 vs 11.2±3.0 y 3.2±0.7 vs 10.3±1, respectivamente). En

todos los casos P<0.05 vs VEH, ANADEVA de dos vías seguida de una prueba de

Dunnett (Fig. 20).

Figura 20. Curso temporal del número de sacudidas de la pata del ratón inducidas por la

administración 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 vías, post-hoc Dunnett vs VEH.

En la figura 21 se muestra el análisis 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 comparación 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

comparación con el grupo VEH (80.0±8.1 y 94.2±9.3 vs 185.8±23.4 ua,

respectivamente. P<0.05 vs VEH, ANADEVA de una vía seguido por una prueba de

Dunnett).

Figura 21. ABC del número total de sacudidas de la pata derecha trasera del ratón durante la

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 vía 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

administración del VEH mostraron una latencia al estímulo térmico de 5.8±0.5 s a los

30 min de evaluación, recordemos que el tiempo de corte para esta prueba es de 20 s.

Como se puede observar en la figura 22, la morfina (un fármaco usado en esta prueba

como control positivo) incrementó significativamente el tiempo de latencia en la placa

caliente a partir de los 30 min de su administración y ese efecto perduró a los 60, 90 y
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120 min en comparación con el VEH (14.8±1.7 vs 5.8±0.5 s, 19.5±9.0±0.8 s, 18.9±0.5

vs 8.7±0.6 s 19.0±0.8 vs 9.8±0.8 s, respectivamente. P<0.05, ANADEVA dos vías

seguido de una prueba de Dunnett). Por otro lado, también el EAE incrementó

significativamente el tiempo de latencia de los animales en la placa caliente, pero solo a

los 60, 90 y 120 min en comparación 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 9.8±0.8 s, respectivamente. P<0.05, ANADEVA dos vías seguido

de una prueba de Dunnett).

Figura 22. Curso temporal de la latencia (s) de ratones sobre la placa después de la administración 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 vías 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 comparación 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 vía seguido por una Dunnett)

(Figura 23).

43



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 vía seguida por una prueba de Dunnett.
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8. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

En este trabajo se evaluó el efecto antinociceptivo de Loeselia mexicana en

diferentes modelos de dolor en ratones, utilizando como controles positivos fármacos de

tipo opioide y AINEs, los cuales son utilizados en la clínica para el tratamiento del dolor.

La Loeselia mexicana es una planta comúnmente conocida como “espinosilla”

que pertenece a la familia Polemoniaceae. Esta planta es ampliamente utilizada en la

medicina tradicional en las fiebres puerperales, contra la disentería, la tifoidea, la

bronquitis y para el alivio de dolor e inflamación abdominal, así como para el dolor de

cabeza (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Además, se utiliza en la medicina tradicional

mexicana para hacer “limpias”, por lo que se dice que es útil para curar el “espanto” o el

“susto”. En ese sentido, existe un estudio preclínico en el que se demostró que esta

especie tiene actividad ansiolítica (Herrera-Ruíz y cols., 2011). También se ha

demostrado su actividad antifúngica, antidiarréica y espasmolítica (Navarro-García y

cols., 2011; Pérez y cols., 20025; Rojas y cols., 1999). Sin embargo, hasta el momento

no se cuenta con evidencia científica 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 administración de un compuesto irritante (ácido acético al

1%) que activa a los nociceptores viscerales causando una conducta típica 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 clínica, siendo una de las principales causas

de asistencia médica. Cualquier estímulo que excite las fibras nerviosas de tipo C para

el dolor en regiones difusas de las vísceras puede suscitar un dolor visceral (Guyton y

Hall, 2011).

La prueba de estiramiento abdominal o writhing test es inducida con ácido

acético al 1% administrado por vía intraperitoneal en ratones. Las señales transmitidas

al SNC en respuesta al dolor provocado por la irritación provoca la liberación de

mediadores como las PGs que contribuyen a incrementar la sensibilidad de los

nociceptores (Gawade, 2012). Además, el ácido acético diluido actúa a nivel de canales

ASIC (del inglés Acid Sensing Ion Channel) de los nociceptores. Estos canales son
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activados por protones extracelulares (H+) y son permeables a cationes, principalmente

Na+ y Ca2+. Tras su activación, una corriente interna despolariza la membrana celular

activando los canales de Ca2+ y Na+ dependientes de voltaje y contribuyendo a la

activación del receptor NMDA en la terminal sináptica a través de la liberación del

bloqueo del receptor por el Mg2+. Esto favorece la activación de los receptores NMDA

por el glutamato, un neurotransmisor excitatorio que participa en la transmisión del dolor

(Wemmie y cols., 2013).

También se produce la activación de receptores TRPV-1, los cuales son canales

catiónicos, no selectivos, permeables a Ca2+ y poco sensibles al potencial de

membrana. La activación de estos receptores en neuronas sensitivas genera señales

que llegan a la corteza somatosensorial del SNC, donde se perciben como dolorosas.

Además de provocar la liberación periférica de sustancias proinflamatorias que

sensibilizan a otras neuronas a estímulos subsecuentes (Loipa y cols., 2015).

En el análisis del efecto antinociceptivo del EAE obtenido en el presente trabajo

se determinó que la dosis más alta (316 mg/kg) del extracto indujo un efecto

antinociceptivo mayor (73%) que el metamizol (53%), un analgésico utilizado en la

clínica para el tratamiento del dolor visceral. A partir del análisis sobre el efecto

antinociceptivo producido por diferentes dosis del EAE, las cuales se seleccionaron en

base a un incremento logarítmico de aproximadamente 0.17, en el modelo de dolor

abdominal, se seleccionó la dosis de 316 mg/kg para los experimentos posteriores, ya

que, si se hubiera utilizado una dosis más alta, se correría el riesgo de interferir con la

determinación 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 disminución del número 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 disminución en los estiramientos

pudiera deberse tanto a un efecto sobre la vía de la nocicepción como a un efecto local

sobre la motilidad intestinal, es por eso que se decidió probar el efecto del extracto

sobre la motilidad intestinal de los ratones utilizando un modelo in vivo que consiste en

la administración de carbón activado por vía intragástrica y la posterior determinación

de su desplazamiento en el intestino del ratón (Than y cols., 1989; Arbos y cols., 1993).
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El desplazamiento del carbón activado es reflejo del tránsito gastrointestinal y es uno de

los modelos utilizados para determinar alteraciones en la motilidad intestinal inducidas

por diversos tratamientos. En este, la disminución en la motilidad intestinal inducida por

los tratamientos es considerado un efecto espasmolítico (Than y cols., 1989; Arbos y

cols., 1993).

Los resultados de estos experimentos muestran que el EAE no alteró

significativamente el porcentaje de motilidad intestinal en comparación al VEH. Mientras

que la LOP, utilizada en este modelo como control positivo, sí indujo una disminución

significativa en la motilidad intestinal en los ratones en comparación con el VEH,

sugiriendo que el EAE no induce un efecto espasmolítico.

La LOP es utilizada como control positivo en este modelo, ya que por ser un

opioide actúa sobre los receptores μ de la pared intestinal inhibiendo la secreción de

acetilcolina y PGs de las neuronas mientéricas, disminuyendo así el peristaltismo y la

secreción de líquidos, lo que da como resultado un tiempo de tránsito gastrointestinal

más prolongado y una mayor absorción de líquidos y electrolitos del tracto

gastrointestinal, por lo que es utilizado en la clínica 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 comparación

con el difenoxilato (98%). El motivo por el que en nuestro estudio la dosis de 316 mg/kg

del EAE no mostrará un efecto antidiarreico podría deberse a la diferencia en el modelo

utilizado, ya que en realidad en el modelo del carbón activado, que es el que utilizamos

en nuestro estudio, no se induce diarrea, lo que se evalúa es una alteración en la

motilidad intestinal; mientras que, en el modelo con el aceite de ricino sí producen

diarrea en los animales, caracterizada por una muy frecuente deposición de las heces

de los animales con consistencia líquida. Además, las dosis utilizadas en ambos

estudios fueron muy diferentes. Estos resultados junto con los obtenidos en el modelo

47



de estiramiento abdominal sugieren que el EAE actúa en algún lugar de la vía del dolor

y no sobre la inhibición local de los espasmos intestinales.

El efecto del EAE se reforzó mediante su evaluación 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 solución de formalina en la superficie plantar de una de las patas

traseras del ratón y en la respuesta dolorosa que se desencadena por la administración

de esta sustancia irritante, que típicamente se expresa como lamidas y/o sacudidas de

la pata administrada. Como es bien sabido, en este modelo se induce una respuesta

dolorosa bifásica que se compone de una fase neurogénica (primera fase), la cual se

presenta de 0 a 5 min después de la administración de la formalina, y una fase

inflamatoria (segunda fase) que comienza de 10 a 15 min después de la administración

de la formalina y dura de 30 a 50 minutos (Tjølsen y cols., 1992). Generalmente se ha

considerado que la primera fase se debe a la activación directa de los nociceptores

periféricos, mientras que la segunda es consecuencia de una respuesta inflamatoria

con la sensibilización de las neuronas nociceptivas de la médula espinal. Entre las

sustancias más importantes que participan en la inflamación están las prostaglandinas,

las cuales se sintetizan principalmente por la enzima COX. Las PGs son importantes

mediadores del dolor y la inflamación, por lo que la disminución en su síntesis 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 prácticamente de la misma

intensidad que el ketorolaco utilizado como control positivo en este modelo de dolor

inflamatorio. El ketorolaco, como se mencionó previamente, es un fármaco que

pertenece a la familia de los AINEs y evita la producción de PGs y tromboxanos, debido

a la inhibición de la enzima (COX). Las PGs son mediadores inflamatorios importantes

que participan en la fase inflamatoria del modelo de la formalina más 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

mostró prácticamente el mismo perfil de efecto antinociceptivo que el ketorolaco en esta

prueba de dolor, ya que en la fase neurogénica no mostró efecto antinociceptivo pero sí
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en la fase inflamatoria. Esto podría sugerir que parte del mecanismo por el que el EAE

produce su efecto antinociceptivo pudiera ser por inhibición de síntesis de PGs, como

los AINEs.

Finalmente, en este trabajo también se determinó el efecto antinociceptivo del

EAE en la prueba de placa caliente o hot-plate. Este modelo experimental en el que se

emplea un estímulo térmico de alta intensidad para inducir dolor en los roedores se

utiliza para detectar moléculas con efecto analgésico que actúan a nivel supraespinal

(Sánchez y cols., 2019), ya que la respuesta de los animales ante el estímulo térmico

se transmite rápidamente desde la periferia hasta la médula espinal a través de la

activación de los nociceptores tipo Aδ desencadenando una respuesta refleja de retiro

prácticamente 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

administración. Mientras que la morfina, fármaco utilizado como control positivo en esta

prueba, indujo un efecto antinociceptivo desde la media hora de su administración.

Como es bien sabido, la morfina es un fármaco opioide que actúa como un agonista de

los receptores μ, κ y δ (Kerrigan y Goldberger, 2020) e interrumpe la transmisión de la

señal 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 acción involucra componentes químicos

que actúan a nivel central, pudiendo estimular la liberación de opioides endógenos; 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; Ángeles-López 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 químicos del extracto

ya se encuentren distribuidos a nivel central; y al parecer la absorción y/o distribución

de estos componentes activos tardan más de 20 min, que es el tiempo en el que

realizamos la prueba de la formalina.
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Diversos compuestos químicos como alcaloides, taninos, saponinas, flavonas,

glucósidos y sesquiterpenlactonas has sido identificados en esta especie vegetal, por lo

que resulta difícil saber cuál de ellos es el responsable de su efecto antinociceptivo. Es

evidente que se deben realizar más estudios para tratar de identificar a las moléculas

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

9. CONCLUSIONES

Estos resultados proporcionan evidencia científica de que la Loeselia mexicana

(espinosilla) puede ser útil para el alivio del dolor abdominal, aunque su efecto parece

no tener relación con alguna alteración sobre la motilidad intestinal. Esta especie

vegetal también produjo efectos antinociceptivos en otros modelos de dolor además del

visceral.

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

diferentes tipos de dolor, no sólo el abdominal.

10. PERSPECTIVAS

● De acuerdo con los resultados de este proyecto se propone continuar con los

estudios para determinar el mecanismo de acción del extracto acuoso de

Loeselia mexicana para producir sus efectos antinociceptivos.

● Así como su evaluación en otros modelos para corroborar otros usos que se le

da en la medicina tradicional.

● Identificar y aislar a él o a los metabolitos de Loeselia mexicana responsables de

su efecto antinociceptivo y ubicar nuevas moléculas como origen de fármacos

para uso clínico.
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