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1. ANTECEDENTES

1.1 Melampodium divaricatum (L. C. Rich.) DC (Asteraceae)

Melampodium divaricatum (L.C. Rich) DC es una hierba anual perteneciente a la
familia Asteraceae que mide hasta 1.20 m de altura, con hojas opuestas y sésiles o
con peciolos alados y cortos, de 2 a 15 mm de largo, de forma ovada a robmbica o
lanceolada, de 5 a 10 cm de largo por 1 a 6 cm de ancho. Las flores son liguladas de
amarillo a amarillo-anaranjado, de 3.5 a 9 mm de largo (Figura 1) (CONABIO,
Melampodium divaricatum, 2016-2017). La especie es designada popularmente con
varios nombres entre los que destacan acahual amarillo (Morelos), ojo de perico y
hierba aguada (Oaxaca), botén de oro (Honduras), margarita (Sinaloa), entre otros;
y, se distribuye en la mayor parte del pais y América Central (Figura 2) (CONABIO,
Melampodium divaricatum, 2016-2017).

Figura 1. Melampodium divaricatum (L.C. Rich) DC (Asteraceae)

Dentro de la medicina tradicional, en Guatemala sus hojas son utilizadas para el
tratamiento de dolores estomacales y toda la planta es utilizada contra la malaria
(Girén, 1991). En México, la infusion de toda la planta administrada oralmente o
como cataplasma sobre el pecho, se usa para el tratamiento de la embolia (Martinez
Alfaro, 1984). Es también utilizada como un remedio para la disenteria y como
anticonvulsivante (Morton, 1981). Finalmente, también algunos autores reportan que

no tiene actividad mutagénica (Nogueira et al., 2006).



Figura 2. Distribucion y localizacion de Melampodium divaricatum.

Desde el punto de vista quimico, a partir de las partes aéreas de M. divaricatum se
han aislado metabolitos secundarios pertenecientes a las categorias de
sesquiterpenos y diterpenos, asi como una variedad de derivados glicosilados del
timol (Bohlmann & Le Van, 1977) (Hubert & Wiemer, 1985), cuyos azucares
presentes son la fucosa y la quinovosa (Figura 3) (HUther, Passreiter, Wray, &
Willuhn, 1999).

H,C CH
R,O R,0 CH 3 3
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CH3
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Figura 3. Derivados glicosilados del 2-hidroxitimol aislados de M. divaricatum.
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Schungel y Passreiter (2002) reportaron también el aislamiento de compuestos

derivados p-cimeno (Figura 4).

CH3
OR,
R,0 OR,
HyC™ “CH,
Ri= Ang, H
R2=H, Ang
Rs;= Ang

Figura 4. Derivados de p-cimeno aislado de M. divaricatum

1.2 Dolor

Definicion

De acuerdo con la Asociaciéon Internacional para el Estudio del Dolor (IASP,
por sus siglas en inglés), el dolor se define como “una experiencia sensorial y
emocional desagradable asociada a un dafo tisular real o potencial que puede ser

descrito en términos de la magnitud del dano” (Merskey & Bogduk, 1994) (Figura 5).

La capacidad para detectar estimulos dolorosos es esencial para la supervivencia y
bienestar de los organismos. El dolor puede ser una sensacién adaptativa, un
sistema de alarma temprano que se dispara en situaciones de peligro para proteger
al cuerpo del dafo tisular. Debido a la generacion de hipersensibilidad ante un
estimulo normalmente inocuo (alodinia) o ante un estimulo nocivo (hiperalgesia), el
dolor también puede ser una extension del proceso curativo que ayuda a la
reparacion del tejido después de sufrir dafio tisular. Por ejemplo, una quemadura
produce sensibilizacion temporal del area dafiada, consecuentemente estimulos
normalmente inofensivos como el tacto ligero, se perciben como dolorosos, esto
genera una conducta de proteccién contra este tipo de estimulos promoviendo el
resguardo del area danada hasta que se resuelva la lesién (Basbaum et al, 2009).

Cuando la hipersensibilidad generada por una lesion tisular no se resuelve, el dolor
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también puede ser mal adaptativo, reflejando una funcién patolégica del sistema
nervioso, en este caso el dolor sobrepasa su funcién y se transforma en una
enfermedad (Scholz & Woolf, 2002; Woolf, 2004).

Figura 5. “La columna rota” de Frida Khalo, 1944. Oleo sobre lienzo, coleccion de
Dolores Olmedo Patifio, Ciudad de México, México. Diversos especialistas de arte
aseguran que este autorretrato refleja su “dolor fisico y emocional”

1.3 Nocicepcion

Existe una diferencia importante entre los términos nocicepcién y dolor. La
palabra nocicepcion deriva de la raiz latina nocere que significa dafio o lesion. La
nocicepcion se refiere al procesamiento de la informacidén sensorial nociva llevado a
cabo por el sistema nervioso central (SNC). Durante este proceso los estimulos
térmicos, mecanicos o quimicos intensos son detectados por una subpoblacion de

fibras nerviosas periféricas, llamadas nociceptores (Basbaum & Jessell, 2000).

1.3.1 Nociceptores y su clasificaciéon
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Los nociceptores son una clase especializada de fibras aferentes primarias
que responden a estimulos nocivos intensos. Los nociceptores se encuentran
extensamente distribuidos en la piel, mucosas, membranas, facias profundas, tejido
conectivo de o6rganos viscerales, ligamentos y capsulas articulares, periostio,
musculos, tendones y vasos arteriales (Basbaum & Jessell, 2000). De los cuerpos
celulares de los nociceptores se origina un axon que se bifurca en ramas periféricas
que inervan el 6rgano blanco y en ramas centrales que inervan la médula espinal
para hacer sinapsis en neuronas nociceptivas de segundo orden (Woolf & Ma,
2007). Los nociceptores son activados solo cuando la intensidad del estimulo
alcanza un rango nocivo, sugiriendo que ellos poseen propiedades biofisicas y
moleculares que los hacen capaces de detectar y responder selectivamente a
estimulos potencialmente dafinos (Basbaum et al, 2009). Los nociceptores tienen
esta capacidad de distinguir, ya que poseen un alto umbral de estimulacion y la
capacidad de relacionar de manera directa la frecuencia de la descarga con la

intensidad del estimulo detectado (Bessou & Perl, 1969).

Se clasifican, a su vez, con base en la clasificacién de la fibra nerviosa en la cual
estan localizados. Hay dos tipos de fibras nerviosas: (1) fibras C, de diametro
reducido y amielinicas, que conducen el impulso nervioso a poca velocidad (2 m/s)
y, (2) fibras Aé de mayor diametro, ligeramente mielinizadas que conducen impulsos
nerviosos mas rapido (20 m/s). Ambos tipos de fibras responden a estimulos

térmicos, mecanicos y quimicos (IASP, 2016).

1.3.2 Transmision del estimulo nociceptivo

La nocicepcidén involucra la activacion de los nociceptores y comprende los procesos
de transduccién, conduccion, transmision y percepcion (Rang et al, 1994; Woolf,
2004; Kuner, 2010) (Figura 6):

1. La transduccion es la conversion de los estimulos nocivos térmicos, quimicos y

mecanicos en actividad eléctrica por las terminales periféricas de los nociceptores.
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2. La conduccidn es el paso de los potenciales de accidon desde la terminal periférica
a lo largo de los axones hasta la terminal central de los nociceptores ubicada en el

asta dorsal de la médula espinal.

3. La transmision es la transferencia sinaptica de la informacion sensorial desde las
fibras primarias a través de la asta dorsal de la médula espinal, hasta estructuras
cerebrales involucradas en el procesamiento del aspecto sensorial, discriminativo,

emocional y aversivo del dolor.

4. La percepcion se refiere al proceso por el cual los procesos anteriores interactuan
con la psique del individuo, para crear la experiencia emocional y; como tal subjetiva

que se percibe como dolor.

Terminal periférica Ganglio de a raiz dorsal Médula espinal

Potencial de accion

' 2 .
Na' N\ 7 Neurotransmisores
Potencial _A/_ / J|J j

TTRﬂpﬁdaﬁ delreceptor|  na K (@ ) TAMPA
Estimul ASICW l}_ﬂ] )\ ] e
stimulo | J

TRPV1-4 iy
nocivo 5- HT? AN /J :\" N

!
P2X Na 1.1, Na 1.6, . .,
TRKA v v El potencial de accion \
GPCRs Na,1.7,Na18 .. ,
»13 ' viajaa lo largo del axon

VGCC a0
Ca*

Figura 6. Transmisién del estimulo nocivo (modificado de Raouf et al., 2010).

La transduccién de la informacion de los nociceptores al SNC es modulada por

varias sustancias quimicas producidas o liberadas cuando hay dafo celular (Tabla

1),

En resumen, una vez que los nociceptores son activados por cualquier tipo de
estimulo, se genera un potencial de accion que viaja a través del nervio aferente
hasta llegar a la médula espinal, donde se hace el relevo Iliberando
neurotransmisores para que la senal llegue al tallo cerebral, tdlamo, y otras

estructuras subcorticales.
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Tabla 1. Principales sustancias quimicas liberadas cuando existe un dano celular

SUSTANCIA FUENTE
Potasio Células dafnadas
Serotonina Plaquetas
Bradicinina Plasma
Histamina Mastocitos
Prostaglandinas Células dafadas
Leucotrienos Células dafnadas

Sustancia P Nervios periféricos aferentes

1.3.3 Epidemiologia del dolor

El dolor es considerado uno de los principales problemas clinicos, sociales y
econdmicos alrededor del mundo. Se estima que alrededor del 55.7 % de los adultos
en Estados Unidos de América (aproximadamente 126 millones de personas), han
reportado tener algun nivel de dolor. De ellos, 11.2% (25.3 millones de adultos) ha

experimentado dolor crénico (Nahin, 2015).

El dolor limita el estado funcional e impacta negativamente la calidad de vida de
quienes lo padecen, afectando el desempefio laboral y social. El tratamiento médico
para combatir el dolor resulta costoso y complica la atencidon médica de otros
padecimientos. El costo médico debido al dolor oscila entre 261 y 300 mil millones
de ddlares; se estima que el valor de la pérdida productiva es de entre 560 y 635
millones de ddlares (Gaskin & Richard, 2011).

Actualmente existen diferentes tratamientos para el dolor; sin embargo, éstos no
resultan eficaces en algunas condiciones de dolor y en algunos casos su eficacia
estd asociada a la elevada incidencia de efectos adversos. De acuerdo con este
panorama, es importante realizar un esfuerzo para la busqueda de nuevos farmacos

de origen natural y sintético para el tratamiento del dolor.
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1.3.4 Tratamiento del dolor

Existen diferentes terapias de gran uso para aliviar el dolor entre ellos se
encuentran, el tratamiento quirdrgico, la estimulacidon eléctrica y el tratamiento

farmacoldgico (Drucker & Anias, 2005).

El tratamiento farmacoldégico es la estrategia terapéutica mas utilizada para el
tratamiento del dolor, e involucra el uso de farmacos que tienen la capacidad de
aliviar el dolor sin alterar otro tipo de sensaciones, estos farmacos se denominan

analgésicos.

El tipo de analgésico empleado dependera del origen, intensidad y evolucion del
dolor (Lim, 1967). Existen dos grupos importantes de analgésicos: los opioides que
se usan generalmente para el tratamiento del dolor intenso y crénico y los
analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) que son de gran utilidad en la
clinica (Kuhar & Pasternark, 1984). Ademas, existe otro grupo de farmacos, los
antiinflamatorios esteroideos, los cuales son prescritos frecuentemente para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunes. En la clinica del dolor,
también es comun el empleo de farmacos con acciones distintas a la analgésica
como coadyuvantes en el tratamiento del mismo como las benzodiacepinas, los
psicoestimulantes, los antihistaminicos, los anticonvulsivantes, los antiarritmicos, los

anestésicos y los antidepresivos triciclicos (Ashburn & Staats, 1999).

1.3.5 Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Los AINEs son los farmacos mas prescritos y mas utilizados en el manejo del
dolor, especialmente en el dolor asociado a condiciones inflamatorias (Burian &
Geisslinger, 2005). También son efectivos en el tratamiento del dolor leve-moderado
(Hardman et al., 2001) de origen somatico y en enfermedades como la artritis
reumatoide (Furst & Munster, 2001).

Este tipo de farmacos incluye a diversos compuestos que casi nunca presentan una

relacion quimica, pero comparten algunas propiedades terapéuticas como la

actividad antipirética, analgésica y antiinflamatoria y un perfil cualitativamente similar
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de efectos adversos. El farmaco prototipo es el acido acetilsalicilico (aspirina), que
no ha demostrado tolerancia y tiene un efecto analgésico, por lo que, aunque se
incremente la dosis por encima de la DEsp, no se obtiene mayor analgesia y si se

potencian sus efectos téxicos.

Los AINES son en su mayoria acidos organicos (Figura 7) que se absorben rapida y
completamente desde el tracto gastrointestinal, la presencia de comida tiende a
retrasar su absorcién. La mayoria de los AINEs se unen a proteinas (95-99%),
principalmente a la albumina; son biotransformados por metabolismo hepatico
mediante las enzimas CYP3A o CYP2C y son eliminados principalmente por el rifién,

aunque también se excretan por la bilis (Insel, 1996; Furst & Munster, 2001).

OH
o) 0
ZN O
— OH
H
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Figura 7. Estructura quimica de algunos AINEs.
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1.3.6 Mecanismo de accion de los AINEs

Los principales efectos terapéuticos de los AINEs se deben a su capacidad
para inhibir de manera no selectiva a la enzima ciclooxigenasa (COX); existen al
menos dos isoenzimas de la COX: la COX-1 se expresa de manera constitutiva en la
mayoria de las células y es la principal fuente (pero no exclusiva) de PGs
(prostaglandinas) para las funciones fisiolégicas, tales como la citoproteccion
gastrica y renal, y hemostasis. Por el contrario, la COX-2 es inducida por estimulos
inflamatorios, tales como citocinas, tensién de cizallamiento y promotores de
tumores, y es la fuente mas importante para la sintesis de PGs que contribuyen al
dolor y la inflamacién. La inhibicion de la COX-2 media en gran parte, las acciones
terapéuticas de los AINEs, mientras que la inhibicién simultanea de la COX-1 explica
en gran medida, pero no exclusivamente, los efectos adversos no deseados en el
tracto gastro intestinal que complican la terapia crénica con AINEs (Grosser et al,
2011) (Figura 8).

Los AINEs también poseen mecanismos de acciéon independientes de la inhibicion
de ambas isoformas de COX, tales como la interferencia con factores de
transcripcion (Tegeder et al., 2001), modulacién de varios canales idnicos (Lee et al.,
2003), activacion de la via L-arginina-ON-GMPc (Déciga & Lépez, 2004), activacion
de la transmisién serotoninérgica (Pini, Sandrini, & Vitale, 1996), activacién de la
transmision adrenérgica (Miranda et al., 2001), activacién de la transmision
opioidérgica (Tortorici & Vanegas, 1994) y disminucién de citocinas (Berg et al.,
1999), entre otros mecanismos. Es importante destacar que no todos los AINES

actuan a través de todos los mecanismos mencionados anteriormente.

Con el fin de tener AINEs con un menor potencial ulcerogénico se disefiaron
farmacos con mayor selectividad por COX-2 y practicamente sin efectos sobre COX-
1, tales como rofecoxib, celecoxib, valdecoxib, etoricoxib y lumiracoxib conocidos
como coxibs. En general estos farmacos poseen efectos antiinflamatorios similares a
los de los AINEs tipicos, pero con menor irritacion de la mucosa gastrica (Vane &
Warner, 2000).
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Figura 8. Mecanismo de accién de los antiinflamatorios no esteroideos, (modificada
de Huerta-Cruz, 2005).

1.3.7 Efectos adversos de los AINEs

Los AINEs presentan varios efectos adversos, el mas frecuente es la
induccién de ulceras gastricas o intestinales, que a veces se acompanan de anemia
por la pérdida hematica resultante y de sintomas como anorexia, nauseas,
dispepsia, dolor abdominal y diarrea. Otros efectos adversos incluyen el bloqueo de
la agregaciéon plaquetaria, la prolongacion de la gestacién o del trabajo de parto
espontaneo, cambios en la funcién renal (de importancia en pacientes con
insuficiencia cardiaca congestiva o nefropatias cronicas) y reacciones de
hipersensibilidad (Burke et al., 2005; Grosser et al., 2011).

Aunque los inhibidores selectivos de la COX-2 no afectan el tiempo de sangrado, la
inhibicion selectiva de la COX-2 induce un desbalance entre la produccion del
antitrombético PGl, y el protrombético TXA,, lo que desencadena problemas

cardiovasculares de tipo trombdético (Lizarraga et al, 2002).
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1.3.8 Analgésicos opioides

Los analgésicos opioides son farmacos agonistas con actividad parecida a la
morfina (Gutstein & AKkil, 2005). También son conocidos como analgésicos
narcoticos y son los analgésicos mas potentes. Estos farmacos reducen el dolor sin
producir inconciencia, pero producen una sensacion de relajacién y suefo, y a dosis
elevadas coma y/o la muerte; su uso prolongado conduce a tolerancia y algunas
veces a una dependencia fisica. Generalmente son considerados farmacos de
eleccion para tratar el dolor de intensidad media o alta, tanto agudo como cronico,

oncolégico y no oncoldgico (Gutstein & Akil, 2001).

La mayoria de los opioides se absorben con facilidad en el tubo digestivo y los
opioides mas lipofilos se absorben con facilidad a través de las mucosas nasal y
bucal (Weinberg et al., 1988). También se absorben con facilidad después de la
administracién subcutanea o intramuscular, y se unen a proteinas plasmaticas con
afinidad variable y se distribuyen en concentracion elevada en cerebro, higado,
rindn, bazo y pulmones. Son biotransformados por metabolismo hepatico antes de

ser excretados por rifidn (Hardman et al., 2001).

1.3.9 Mecanismo de accion de los opioides

Los opioides ejercen su accion mediante la activacion de los receptores mu
(M), delta (&) y kappa (k) y diferentes subtipos para cada clase, localizados en el
SNC y SNP (Gutstein & Akil, 2005). Los receptores opioides estan acoplados a
proteinas G sensibles a la toxina de la tosferina, produciendo un efecto de inhibicion
de la enzima adenilato ciclasa (Herz, 1993), activacion de las corrientes de K"
operadas por receptores y suprimen las corrientes de Ca** de compuerta de
voltaje (Figura 9) (Duggan & North, 1983). La hiperpolarizacion del potencial de
membrana por activacion de corrientes de K* y la limitacién de la entrada de Ca**
por supresion de las corrientes del mismo, son los mecanismos que explican el
bloqueo de la descarga de neurotransmisores como glutamato y sustancia P, la
reduccion de la excitabilidad de la membrana neuronal y la inhibicién de la
transmision del dolor en diversas vias neuronales (Gutstein & Akil, 2005). Los

analgésicos opioides inhiben la transmision del dolor a nivel espinal y supraespinal.
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La analgesia a nivel supraespinal, asi como las propiedades euforizantes, la
depresion respiratoria y la dependencia fisica de la morfina y algunos otros opioides
son consecuencia de su unién a los receptores y. La activacion de los receptores k
induce analgesia a nivel espinal, miosis y sedacion, mientras que la activacién de los
receptores & esta relacionada con los efectos disforicos, alucindbgenos y a una
estimulacién cardiaca producidos por los analgésicos opioides (Satoh & Minami,
1995).

1.3.10 Efectos adversos de los opioides

Aunque los opioides son farmacos analgésicos eficaces, producen diversos
efectos adversos entre ellos depresion respiratoria, sedacion, euforia, miosis,
nausea, vomito, mareos, embotamiento, disforia, prurito, estreiimiento, incremento
de la presion en las vias biliares, retencion urinaria e hipotension; en algunos
pacientes se presenta delirio. Ademas, su uso resulta problematico debido a su
elevado potencial de abuso, relacionado con su efecto reforzante en el SNC y su uso
cronico genera tolerancia analgésica y finalmente dependencia fisica y psicologica
(Way et al., 2001).
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Figura 9. Mecanismo de accion de los analgésicos opioides. Modificada de
Grunenthal Group.
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1.4 Evaluacién experimental del dolor en animales

Los primeros modelos animales de nocicepcion fueron reportados a finales
del siglo XIX y han sido un punto de partida importante para el conocimiento de los
procesos involucrados en el dolor (Gregory et al., 2013). Desde entonces se han
desarrollado un gran numero de modelos animales para establecer los mecanismos
involucrados en el dolor generado en diferentes estados de la enfermedad. Los
modelos animales de nocicepcién tienen dos componentes importantes: el método
para inducir la nocicepcién y la medicion subsecuente del mismo. Los modelos mas
apropiados, ya sea por la generacion de una lesién, por la aplicacién de agentes
quimicos, térmicos o fisicos deberan reproducir una nocicepcion que comparta los
mecanismos de condiciones clinicas especificas. Del mismo modo, la medicién de
las conductas nociceptivas debera detectar no sdélo la respuesta dolorosa, sino
también debera hacerlo de manera consistente con la experiencia clinica. La
medicion de conductas reflexivas como el umbral de retiro a los estimulos nocivos se
ha utilizado por mucho tiempo para explorar a los mecanismos del dolor. Este tipo de
modelos han demostrado ser utiles para el avance en la comprension de las bases
fisiolégicas de la nocicepcion, permitiendo la identificacion de neurotransmisores,
receptores, mensajeros intracelulares y genes implicados en el dolor. Ademas, en
las ultimas décadas, la accion farmacoldgica (la eficacia, la potencia y la duracién de
la accion) de numerosos analgésicos que reducen las respuestas sensoriales
reflejadas en modelos de nocicepcion aguda y cronica en roedores ha demostrado
una consistente coherencia con la analgesia producida en humanos (Gregory et al.,
2013).

En la tabla 2 se enlistan algunos de los modelos experimentales para el estudio del

dolor en animales.
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Tabla 2. Modelos experimentales para el estudio del dolor”.

Método para Modelo experimental Especi Validacion Enfermeda
inducir la e farmacolégica d asociada
nocicepcion/ utiliza
daio da
Eléctrico Estimulacién  eléctrica Ratén/ Opioides Dolor agudo
de la pata/cola Rata
Hot plate/ Ratén/ | Opioides Dolor agudo
Térmico tail flick Rata
Randall-Selitto Ratén/  Opioides/AINEs  Dolor agudo
Rata
Mecanico  Compresion del ganglio Rata Ninguno Dolor
de la raiz dorsal lumbar
cronico
Formalina/ Raton/  Opioides/AINEs/  Dolor
carragenina Rata Coxibs inflamatorio
Artritis  inducida por Ratéon/  AINEs/coxibs Artritis
colageno rata reumatoide
Quimico
Osteoartritis  inducida Ratén/ Ninguno Osteoartritis
por iodocetato rata
monosodico
Deplecion de Rata Gabapentina/ Fibromialgia
catecolaminas inducida Antidepresivos

por reserpina
Quirurgico Ligadura del nervio Ratén/ Anticonvulsivante Dolor
ciatico rata s/Antidepresivos  neuropatico
'Adaptada de Le Bars et al., 2001 y Whitside et al., 2013

1.4.1 Modelo de la formalina

El modelo de la formalina es una prueba basada en el uso de un estimulo de
larga duracién (dolor toénico), que involucra el uso de un agente irritante, un agente
quimico algogénico como estimulo nociceptivo. Brevemente, este modelo consiste
en la administracion subcutanea de formalina (solucién acuosa de formaldehido,
generalmente al 2%), en la parte dorsal de la extremidad posterior del animal (Le
Bars et al., 2001). El parametro medido es el tiempo invertido en lamer o morder la
extremidad administrada con formalina por unidad de tiempo (Wheeler-Aceto &
Cowan, 1991). Es un modelo util ya que involucra mecanismos de inflamacion

neurogénica y nocicepcion central.
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En la rata y el ratén, la administracién intraplantar de formalina produce una
respuesta conductual bifasica. Esta respuesta consiste de una fase inicial o primera
fase que empieza inmediatamente después de la inyeccion de la formalina y dura
entre 3-5 min, seguida de una fase quiescente, una segunda fase que se produce
entre 20-30 min después de la de la solucion algogénica administrada. La intensidad
de estas conductas depende de la concentracion de formalina administrada
(Rosland et al., 1990). La concentracion de formalina al 2% permite observar las dos

fases caracteristicas de la prueba y no genera ulceracion.

La primera fase o fase neurogénica de la prueba de la formalina se debe
esencialmente a la estimulacion quimica directa de los nociceptores. La formalina
induce la activacion directa de los canales TRPA1 y TRPV1, asi como también fibras
aferentes, principalmente de tipo C (McNamara et al., 2007). La segunda fase o fase
inflamatoria involucra la liberacién local de mediadores inflamatorios como
bradicinina y prostraglandinas (Shibata et al., 1989), y sensibilizaciéon central

mediada por los receptores de glutamato y sustancia P (Sawynok & Liu, 2004).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de las plantas medicinales condujo al descubrimiento de farmacos
analgésicos prototipo como la morfina y la aspirina, ambos de gran utilidad y
aplicacién en la terapéutica desde su descubrimiento y hasta la fecha. A pesar de la
existencia de estos y otros analgésicos, se sabe que no todos son eficaces para
aliviar algunos tipos de dolor o bien su eficacia esta asociada con la presencia de
efectos adversos. Es por este hecho que el aislamiento y la caracterizacion
farmacolégica de nuevos compuestos activos o la busqueda de tratamientos
alternativos a partir de fuentes naturales para el tratamiento del dolor esta

plenamente justificado para aliviar el dolor.

En este contexto, la especie Melampodium divaricatum, planta utilizada en la
medicina tradicional para aliviar el dolor y la inflamacion, fue seleccionada para
realizar el estudio quimico y farmacolégico que valida su uso en la medicina

tradicional.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Establecer la inocuidad y eficacia preclinica de la decoccién obtenida a partir de las
partes aéreas de la especie medicinal M. divaricatum con la finalidad de generar la
informacion cientifica necesaria que valide su uso contra el dolor en la medicina

tradicional.

3.2 Objetivos particulares

Para el cumplimiento de este objetivo general, se formulan los siguientes objetivos

especificos:

* Realizar la preparacion del extracto acuoso de la planta objeto de estudio
mediante la técnica de decoccion.

* Establecer de manera preliminar la inocuidad de M. divaricatum mediante
la evaluacién de su toxicidad aguda en ratones de acuerdo al método de
Lorke.

* Determinar la eficacia preclinica de la especie mediante la evaluacion del
potencial antinociceptivo y antihiperalgésico de la decoccion de M.
divaricatum utilizando el modelo de la formalina y de hiperalgesia en
ratones diabéticos.

* Obtener un perfil cromatografico del extracto acuoso mediante la técnica
de cromatografia de liquidos de alta eficiencia con el propédsito de

establecer la complejidad del preparado tradicional.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Material vegetal

Las partes aéreas de la especie vegetal Melampodium divaricatum (L.C. Rich)
DC., fueron colectadas por el Dr. José Alberto Calderon Pardo en la Colonia
Ampliacién Chapultepec en el Municipio de Cuernavaca, estado de Morelos, en
agosto del 2015. Una muestra de referencia se deposité en el Herbario Nacional
(MEXU) con el numero de voucher 1465411. La identificacion de la especie fue

establecida por el M. en C. Rafael Torres Colin.

4.2 Obtencion del extracto acuoso de M. divaricatum

El extracto acuoso de la planta se preparé mediante la técnica de decoccion a
partir de 10 g de material vegetal seco y molido y 1 L de agua hirviendo; el extracto
resultante se dejo reposar durante 30 min. Al término del periodo de extraccion, el

extracto acuoso se filtré y concentré a sequedad, obteniéndose 7 g de extracto seco.

4.3 Analisis cromatografico

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se realizdé en un equipo
marca Waters® (MA, USA), equipado con un detector de UV con arreglo de
fotodiodos (PDA) modelo 996 (Waters). El control del equipo, la adquisicion de los
datos y el procesamiento de los mismos se efectuaron utilizando el software
Empower version 2.0 (Waters), en una columna LiChrospher® 100 RP-18 (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania) de 4 mm de diametro interno x 250 mm de longitud y
con un tamafo de particula de 5 ym; con un gradiente de eluciéon formado por una

mezcla binaria de ACN y H,Oq4 e inyectando un volumen de muestra de 20 pL.
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4.4 Evaluacion farmacoldgica

4.4.1 Farmacos de referencia

La estreptozotocina (STZ), la nicotinamida (NA), el diclofenaco (DIC), la
gabapentina (GBP) y, el formaldehido, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich, México.
Todos los farmacos se prepararon el dia del experimento y fueron administrados por
via esofagica (p.o.) en un volumen de 0.2 mL/10 g de peso corporal de los ratones

por medio de una canula gastrica rigida para animales de laboratorio.

4.4.2 Animales de experimentacion

Todos los experimentos fueron realizados utilizando ratones macho ICR de
25-30 g de peso corporal, obtenidos del Centro UNAM-ENVIGO (ENVIGO RMS,
S.A. de C.V.). Los animales fueron mantenidos a temperatura controlada de 25° + 2°
C con ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso al alimento y agua (ad
libitum). Todos los estudios se realizaron de acuerdo a los principios Yy
recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999),
Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio y en armonia con las reglas internacionales sobre el cuidado y uso de
animales de laboratorio. Los protocolos para evaluar el efecto antinociceptivo y
antihiperalgesico de M. divaricatum fueron realizados bajo los Estandares Eticos que
delimitan las Guias Internacionales para la Investigacion Experimental del Dolor en
Animales (Zimmermann, 1983) y aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica
UNAM (FQ/CICUAL/132/16, FQ/CICUAL/235/17, FQ/CICUAL/233/17). Ademas de
realizarse todos los esfuerzos por minimizar el numero de animales usados, asi
como su sufrimiento. Cada animal fue usado una sola vez y al finalizar el

experimento fueron sacrificados en una camara de CO..

4.4.3 Determinacion de la toxicidad aguda

La toxicidad aguda de los extractos de M. divaricatum se determiné mediante

el calculo de la dosis letal media (DLsp) empleando el método de Lorke (1983) en
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ratones. Para ello, los animales fueron administrados con los extractos de M.
divaricatum en dos fases: en la primera fase los ratones se administraron con las
dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg, p.o.; en la segunda fase, los animales fueron
administrados con las dosis de 1600, 2900 y 5000 mg/kg; y el grupo control recibié el
vehiculo (NaCl 0.9%), p.o. En ambas fases los animales se mantuvieron en
observacion y su peso corporal fue registrado por 14 dias consecutivos. Después de
este periodo de tiempo, el efecto toxico o el dafio macroscopico inducido en
pulmones, corazén, estomago, higado e intestinos fue evaluado mediante la
diseccién de los tejidos al término del ensayo. La DLsp fue calculada como la media

geométrica utilizando la siguiente férmula:

DLso = (@(b)

Donde a es igual a la dosis mas baja que induce muerte en al menos un ratény b la

dosis mas alta en la que no se produce ninguna muerte.

4.4.4 Induccion experimental del estado de hiperglucemia

Los animales fueron administrados via intraperitoneal (i.p.) con 50 mg/kg de
NA disuelta en NaCl 0.9%, 15 minutos después recibieron una dosis unica de 130
mg/kg, i.p. de STZ en una solucién amortiguadora de citrato 0.1 M (pH 4.5). Los
grupos control fueron administrados con los vehiculos utilizados. En seguida los
animales tuvieron libre acceso al alimento y al agua (Ovalle-Magallanes et al., 2015).
Después de siete dias de la induccion, los niveles de glucosa en sangre fueron
cuantificados utilizando un glucémetro comercial (One Touch Ultra 2, Johnson &
Johnson, CA, USA). Los ratones con niveles de glucosa = 200 mg/dL fueron

considerados como hiperglucémicos y se incluyeron en el estudio.
4.4.5 Evaluacion del efecto antinociceptivo y antineuropatico de M. divaricatum
4.4.5.1 Nocicepcion inducida por formalina en ratones

Todos los ratones fueron ambientados en camaras individuales de Plexiglass (14 x
14 x 14 cm) durante 30 min. Posteriormente los animales fueron administrados con

el extracto acuoso de M. divaricatum (31.6, 100, y 316 mg/kg) o diclofenaco (31.6
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mg/kg) por via oral. Para inducir la nocicepcion, los animales fueron administrados
con 30 uL de una solucién de formalina al 2% en la superficie dorsal de la
extremidad posterior derecha. Posterior a la administracion de la formalina, el tiempo
transcurrido entre la administracion de la sustancia algogénica y la aparicion de una
conducta de tipo dolorosa como levantar, lamer y/o morder la extremidad
administrada con formalina fue registrado en dos fases: Primera fase: 0-10 min y

Segunda fase: 11-30 min.

4.4.5.2 Hiperalgesia inducida por formalina en ratones hiperglucémicos

Los ratones se ambientaron en camaras individuales de Plexiglass (14 x 14 x 14 cm)
durante 30 minutos. Posteriormente los animales fueron administrados con el
extracto acuoso de M divaricatum (31.6, 100, y 316 mg/kg) o GBP (31.6 mg/kg) por
via oral. Para inducir la hiperalgesia quimica en ratones hiperglucémicos, los
animales fueron administrados con 40 uL de formalina al 1% en la superficie dorsal
de la extremidad posterior derecha. Posterior a la administracion de la formalina, el
tiempo transcurrido entre la administracion de la sustancia algogénica y la aparicion
de una conducta de tipo dolorosa como levantar, lamer y/o morder la extremidad
administrada con formalina fue registrado en dos fases: Primera fase: 0-10 min y

Segunda fase: 11-30 min.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La presentacion de los resultados, asi como la discusion de los mismos, se realizara
en tres partes. En la primera se presenta la determinacion de la toxicidad aguda para
confirmar la seguridad del extracto acuoso de M. divaricatum; en la segunda parte se
abordara todo lo correspondiente al estudio farmacoldgico del extracto acuoso; y en
la tercera parte, se discutiran los resultados, hasta el momento, de los estudios

fitoquimicos realizados a la especie medicinal.

5.1 Determinacion de la toxicidad aguda

La determinacion de la toxicidad aguda es una prueba de seguridad en la que se
administra a los animales una unica dosis del extracto o compuesto analizado. El
objetivo consiste en determinar el rango entre la dosis que no causa ningun efecto

adverso y la dosis que supone una amenaza para la vida (OMS, 2002).

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo, los cuales
permitieron estimar que la DLsy del extracto acuoso fue mayor a 5000 mg/kg (5
g/kg), ya que a las dosis evaluadas no se observaron cambios conductuales
relacionados a efectos tdxicos agudos, dafno macroscépico a tejidos o muertes. La
seguridad demostrada para el extracto acuoso de M. divaricatum dio pie a la
eleccion del rango de dosis utilizadas en los experimentos farmacoldgicos para la
determinacién de los efectos antinociceptivo y antineuropatico en la prueba de la

formalina.

5.2 Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de M. divaricatum

Con base en los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad aguda se procedi6 a
realizar la evaluacion preclinica de la decoccién de M. divaricatum en la prueba de la
formalina en ratones normoglucémicos. Durante la prueba se observé la disminucién
de la respuesta evaluada, en este caso el tiempo que el raton invierte en lamerse la
extremidad administrada con formalina, a las tres dosis ensayadas (31.6, 100 y 316.2

mg/kg) en comparacion con los ratones tratados con VEH (Figura 10).
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Tabla 3. Toxicidad aguda producida por la decoccién de M. divaricatum.

Dosis Animales Dano Dosis Animales Dano

(mg/kg) muertos/Anima macroscopic (mg/kg) muertos/Anim macroscopi

les ensayados o en tejidos ales coen
ensayados tejidos

VEH 0/3 No se VEH 0/3 No se
observo observo

10 0/3 No se 1600 0/3 No se
observo observo

100 0/3 No se 2900 0/3 No se
observo observo

1000 0/3 No se 5000 0/3 No se
observo observo

Los ratones que recibieron las dosis de 100 y 316.2 mg/kg de la decoccién de M.
divaricatum muestran una disminucion significativa en la respuesta al estimulo
quimico durante la primera fase de la prueba, en comparacion con el vehiculo (VEH)
y con el farmaco de referencia, diclofenaco (DIC) (Figura 11). Estos resultados
sugieren que el efecto antinociceptivo producido por la decoccion de M. divaricatum
podria ser mediado por la modulacion de la actividad de las fibras sensoriales,
principalmente de tipo C, las cuales se ha reportado, son activadas directamente por
la presencia de formalina a través de la activacion de los canales idnicos TRPA1 y
TRPV1 (McNamara et al., 2007)
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Figura 10. Curso temporal (0-30 min) del efecto antinociceptivo de la decoccion de
M. divaricatum en la prueba de la formalina en ratones normoglucémicos. Cada

punto representa el promedio del tiempo invertido en lamer £+ EEM de los animales
de cada grupo (n=6).

En la segunda fase o fase inflamatoria, se observé que los ratones pretratados con
la decoccion a las tres dosis ensayadas, presentan una disminucién significativa de
la respuesta inducida formalina, comparable a la respuesta antinociceptiva producida
por DIC (Figura 12). El efecto antinociceptivo inducido por la decoccion de M.
divaricatum no presento una respuesta dosis-dependiente, pues se observa una
diminucion de la respuesta nociceptiva similar en las tres dosis ensayadas. Los
resultados observados durante la segunda fase de la prueba de la formalina
sugieren el efecto antinociceptivo producido por la decoccién esta relacionado
probablemente con un efecto antiinflamatorio que previene la sensibilizacion central
de las fibras sensoriales primarias. Existe evidencia que indica que la segunda fase
de la prueba de la formalina es producida por la liberacion local de mediadores
inflamatorios como bradicinina y prostaglandinass (Shibata et al., 1989). Ademas, se
ha observado que durante la segunda fase se produce sensibilizacion central
mediada por la activacion de los receptores de glutamato y sustancia P (Sawynok &
Liu, 2004).
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Figura 11. Efecto antinociceptivo de la decoccién de M. divaricatum en la primera
fase o neurogénica de la prueba de la formalina en ratones normoglucémicos.
Cada barra representa el promedio del area bajo la curva £ EEM de los animales
de cada grupo (n=6). ANADEVA, *** p <0.001, ** p<0.01y *p<0.05.
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Figura 12. Efecto antinociceptivo de la decoccién de M. divaricatum en la
segunda fase o inflamatoria de la prueba de la formalina en ratones
normoglucémicos. Cada barra representa el promedio del area bajo la curva +
EEM de los animales de cada grupo (n=6). ANADEVA, *** p < 0.001, ** p < 0.01
y *p <0.05.
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5.3 Efecto antihiperalgésico del extracto acuoso de M. divaricatum

El dolor neuropatico es el resultado de una lesion o disfuncion del SNC o del SNP.
Este tipo de dolor se caracteriza por la presencia de dolor espontaneo, hiperalgesia
y alodinia (Woolf, 2004). Algunos ejemplos de dolor neuropatico son: la neuropatia
diabética, polineuropatia por SIDA, neuralgia post-herpética, radiculopatia lumbar
(Koltzenburg & Scadding, 2001).

La neuropatia diabética es una de las complicaciones a largo plazo mas frecuentes
de la diabetes, se estima que alrededor del 50 % o mas de los pacientes diabéticos
la padece (Sundara Rajan et al., 2013). Esta complicacion produce anormalidades
sensoriales, incluyendo parestesia, hiperalgesia y entumecimiento (Peltier et al.,
2014). De acuerdo a esto, el siguiente paso en esta investigacién fue determinar el
posible potencial de la decoccidén de M. divaricatum como agente antihiperalgésico

para el tratamiento de la neuropatia diabética.

Después de dos semanas de la induccidon de hiperglucemia con NA/STZ, los ratones
desarrollan hiperalgesia quimica y térmica (Lee-Kubli et al., 2014). La administracion
de formalina al 1% en ratones hiperglucémicos produce un incremento de la
respuesta nociceptiva en comparacion con ratones normoglucémicos, demostrando
una reduccién del umbral nociceptivo a estimulos quimicos (Martinez et al., 2017).
La administracion oral de la decoccibn de M. divaricatum en ratones
hiperglucémicos-hiperalgésicos, reduce el tiempo invertido en lamer en ambas fases
de la prueba de la formalina (Figura 13). Durante la primera fase de la prueba de la
formalina, la decoccion de M. divaricatum redujo de manera significativa y dosis-
dependiente la hiperalgesia producida por la presencia del estimulo quimico, este
efecto fue equiparable al producido por el farmaco de referencia gabapentina (Figura
14). Ademas, la decoccion redujo la hiperalgesia a las tres dosis ensayadas durante
la segunda fase de la prueba (Figura 15). Estos resultados sugieren el potencial
antihiperalgésico de la decoccion de M. divaricatum para el tratamiento de la

neuropatia diabética.
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Figura 13. Curso temporal de la prueba de la formalina de la decoccién de M.
divaricatum en ratones hiperglucémicos.
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Figura 14. Efecto antihiperalgésico del extracto acuoso de M. divaricatum en la
primera fase o neurogénica de la prueba de la formalina en ratones
hiperglucémicos. Cada barra representa el promedio del area bajo la curva *
EEM de los animales de cada grupo (n=6). ANADEVA, *** p < 0.001, ** p < 0.01
y *p<0.05.
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Figura 15. Efecto antihiperalgésico del extracto acuoso de M. divaricatum en la
segunda fase o inflamatoria de la prueba de la formalina en ratones
hiperglucémicos. Cada barra representa el promedio del area bajo la curva *
EEM de los animales de cada grupo (n=6). ANADEVA, *** p < 0.001, ** p < 0.01
y * p<0.05.

5.4 Analisis por HPLC de la decoccion de la droga cruda

Debido a que se evalud el efecto farmacolégico de la decoccion de M.
divaricatum in vivo, se generd y analizdé por HPLC su perfil cromatografico (Figura
11), utilizando un detector de UV. Las condiciones del sistema se muestran en la

tabla 4.

Tabla 4. Condiciones del sistema para analizar la decoccion por HPLC.

Columna LiChrospher® 100 RP-18; 5 ym (250 x 4)

Fase movil ACN y Hy0q4 acidificada con AcOH al 0.3%
Gradiente: 0 — 8 min, (20:80); 8 — 25 min, (20:80 —
50:50); 25 - 45 min, (50:50); 45 — 55 min (50:50 —
20:80)

Velocidad de flujo 0.4 mL/min

Volumen de 20 uL

inyeccion

Longitud de onda 327 nm
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Figura 16. Perfil cromatografico por HPLC de la decoccién de las partes aéreas de
M. divaricatum, A= 327 nm.

En el perfil cromatografico se observan cuatro picos mayoritarios, los cuales
denominamos con los numeros del 1 — 4. Este analisis nos permite inferir que la
decocciéon no es tan compleja quimicamente y, con base en lo reportado en la
literatura consultada y analizando las longitudes de onda de maxima absorcidn
(Figura 17 y Figura 18) de los cuatros compuestos, se puede sugerir que son

compuestos fendlicos (Luo et al., 2002; Hernandez, M., 2014).
Cabe destacar que falta realizar un estudio fitoquimico mas riguroso en el cual se

realicen procesos de reparto con otros disolventes organicos para identificar y

caracterizar a los metabolitos caracteristicos de la especie.
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CONCLUSIONES

+ La falta de toxicidad del preparado tradicional de la especie medicinal
Melampodium divaricatum en roedores, es un indicador preliminar de la
inocuidad preclinica de la especie; sin embargo, es necesario realizar un
numero de experimentos para comprobar su inocuidad.

% La decoccion de M. divaricatum demostré6 ser eficaz como agente
antinociceptivo en ratones mediante la prueba de la formalina. El efecto
fue mejor en la fase inflamatoria, por lo que es altamente probable que la
especie sea eficaz para tratar los dolores abdominales.

s EI analisis preliminar cromatografico que se realizé de la decoccidn
permite inferir que el preparado tradicional no es de naturaleza quimica
tan compleja y que es factible aislar los principios activos presentes en la

misma.

PERSPECTIVAS

Realizar el estudio fitoquimico de la decoccion de M. divaricatum.

Completar los estudios de toxicidad preclinica.

Evaluar el efecto antinociceptivo y antihiperalgésico de los metabolitos
secundarios presentes en la decoccion de M. divaricatum.

Evaluar el posible mecanismo de accion antinociceptivo/antihiperalgésico de

los metabolitos secundarios presentes en la decoccion de M. divaricatum.
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