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Resumen

Las raices de Heliopsis longipes (A. Gray Blake) comunmente conocidas como
chilcuague, son empleadas en la Medicina Tradicional Mexicana para el tratamiento
de enfermedades del tracto respiratorio y como analgésico y anestésico en el
tratamiento de dolor muscular y dental. También se utiliza para el tratamiento de
lesiones bucales y como antiparasitario e insecticida. Estos efectos se han atribuido
a la N-alquilamida afinina, uno de sus componentes mayoritarios. Los diferentes
estudios reportan que la afinina se aisla en forma pura y se le han atribuido
propiedades como antimicrobiana, anestésica y analgésica, principalmente. Sin
embargo, basados en las propiedades espectroscopicas y espectrométricas,
obtenidos por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas y por
cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas, en el presente
trabajo se encontré que es una mezcla rica en N-alquilamidas, formada por lo menos
de dos componentes principales (afinina y homoespilantol) y no sélo afinina como

se ha reportado en numerosos articulos.

Partiendo de este conocimiento, se realizé la evaluacién de la mezcla de N-
alquilamidas de H. longipes sobre las contracciones inducidas eléctricamente en el
nervio vago de esofago de rata, preincubando dicho nervio con diferentes
moduladores de receptores de potencial transitorio (TRP), el canal GABAA y canales
de potasio de doble poro (KCNK) [capsaicina (100 uM), capsazepina (10 pM),
piperina (200 mM), GABA (1 mM), mentol (64 mM) y bupivacaina (0.58, 1.7 y 5.8
mM)] y midiéndose la respuesta que se producia respecto al observado por la
mezcla de N-alquilamidas administradas individualmente (22.1 pg/mL o0 221 pg/mL),
observandose que el efecto de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes
disminuye al administrar a capsaicina (agonista TRPV1), piperina y bupivacaina
(bloqueador de los canales de potasio de doble poro, KCNK). Sugiriendo que la
mezcla de N-alquilamidas de H. longipes podria estar actuando sobre canales
KCNK ademas de los canales TRPV1.



Abstract

The roots of Heliopsis longipes (A. Gray Blake) commonly known as “chilcuague”
are used in Mexican Traditional Medicine as treatment in respiratory tract diseases
and as a treatment to relieve muscular and dental pain. They are also used for
treatment buccal injuries, antiparasitic agent and insecticide. These pharmacological
effects have been associated to the N-alkylamide affinine or spilanthol, one of the
majoritarian secondary metabolites from H. longipes. Different pharmacological
activities have been reported for affinina like antinociceptive activity, anesthetic and
analgesic activity. Nevertheless, even though every article reports affinine as a pure
molecule, based on the spectroscopic and spectrometric properties (specially in gas
chromatography), the recent research in our laboratory showed that the N-
alkylamide affinina reported as a pure molecule it is actually a complex mix of N-
alkylamides compounds with at least two main components: affinine and

homospilanthol.

In view of the above-mentioned reason, we evaluated the activity of the mix of N-
alkylamides of H. longipes during electrically induced contractions on the vagus
nerve of rat esophagus to be able to provide an insight into the possible mechanism
of action. Firstly, we did the pre-incubation of the tissue with different agonist and
antagonist for different ion channels such as, two members of the transient receptor
potential (TRP) family of ion channels (TRPV1 and TRPM8), GABA receptor and two
pore potassium channel (KCNK) [capsaicin (100 uM), capsazepine (10 uM), piperine
(200 mM), GABA (1 mM), menthol (64 mM) and bupivacaine (0.58, 1.7 and 5.8 mM)]
measuring the contractile response of the mix of N-alkylamides of H. longipes
individually (22.1 pg/mL or 221 pg/mL) in comparation with the contractile response
of the mix of N-alkylamides of H. longipes in the present of the agonist or antagonist
afore mentioned. According to the obtained results, the effect of the mix of N-
alkylamides of H. longipes decreases in presence of capsaicine (TRPV1 agonist),
piperine, bupivacaine (two-pore potassium channel blocker KNCK), suggesting that
the possible mechanism of action of the mix of N-alkylamides of H. longipes involves
the action on KNCK and TRPV1 channels.
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1.

Introduccién

El dolor en el pecho de tipo no cardiaco (DPNC) es comun en la poblacion mundial
teniendo una prevalencia del 14 al 33% de acuerdo a distintas fuentes (Schey et al.,
2007). Debido a que los sintomas son indistinguibles del dolor isquémico en
miocardio, es necesario realizar una evaluaciéon cardiaca para descartar ese
padecimiento. Las manifestaciones de DPNC también son debidas a alteraciones
gastrointestinales (Gl), siendo la principal causa, la enfermedad por reflujo
gastroesofagico (ERGE). Sin embargo, existen otros padecimientos que presentan
manifestaciones de DPNC como son los desérdenes en la motilidad esofagica (e;.
espasmo esofagico difuso), eséfago cascanueces, contracciones de larga duracién,
ondas peristalticas multiples, acalasia e hipersensibilidad esofagica (Fass and
Achem, 2011).

El mecanismo del dolor en estos pacientes aun no esta elucidado, pero se han
propuesto varias causas como la hipersensibilidad central y periférica,
anormalidades mecano-fisicas en el eséfago, y una contraccion sostenida del
musculo esofagico longitudinal. Para disminuir los sintomas ocasionados por estos
padecimientos se emplean diferentes tratamientos farmacoldgicos, los cuales se
dividen en dos grupos: los relacionados a ERGE vy los no relacionados a ERGE
(Melzer et al., 1995; Schey et al., 2007). Los padecimientos relacionados a ERGE
son ocasionados principalmente por una sobreexposicidon a los contenidos
gastricos, y se tratan con moduladores del contenido gastrico, los cuales regulan el
pH gastrico y/o la secrecidon de acido estomacal. La terapia alopatica incluye a los
farmacos antisecretores antagonistas de los receptores de histamina de tipo 2 (Hz,
ej. ranitidina), y a los inhibidores de la bomba de protones (ej. omeprazol) (Takeuchi
and Nagahama, 2014).

Los padecimientos no relacionados a ERGE se caracterizan por presentar un
desorden motor esofagico, por lo que su tratamiento se basa en la administraciéon

de relajantes musculares como nitratos, bloqueadores de los canales de calcio,
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inhibidores de fosfodiesterasa tipo 5 (PDE 5), bromuro de cimetropio e hidralazina
(Melzer et al., 1995; Schey et al., 2007).

La amplia gama de medicamentos disponibles para tratar el DPNC comparten como
caracteristica comun la relajaciéon de la musculatura esofagica. Por lo tanto, la
busqueda de alternativas farmacoldgicas para tratar el DPNC con blancos de accién
novedosos se ha extendido al estudio de la estimulacion eléctrica del nervio vago,
aunque ésta resulta una terapia invasiva y poco viable para su uso a largo plazo
(Howland, 2014). Por otra parte, la estimulacion quimica del nervio vago es
practicamente inexplorada, y las plantas medicinales son candidatos idoneos para
el descubrimiento de productos naturales que posean esta actividad, y que a la larga
pudieran ser de utilidad para el tratamiento de las alteraciones de la motilidad

esofagica.

Una de las especies que se emplea en la Medicina Tradicional Mexicana para el
tratamiento de afecciones gastrointestinales es Heliopsis longipes, conocida
comunmente como chilcuague. Se ha reportado que esta planta posee diferentes
actividades farmacolégicas como antifungica, antimicrobiana, analgésica y
antiinflamatoria, entre otras (Escobedo-Martinez et al., 2017). La actividad bioldgica
de extractos de esta planta ha sido atribuida a las N-alquilamidas (Imagen 1) afinina
[espilantol, N—isobutil deca—2E,6Z,8E—trienamida (1)] y a su derivado metilado
homoespilantol [N—(2—metilbutil) deca—2E,6Z,8E—trienamida (2)] (Lépez-Bucio et
al., 2006). Resulta de interés farmacolégico que N-alquilamidas obtenidas de otras
especies de plantas, tales como la capsaicina [8-metil-N-vainilil-trans-6-nonenamida
(3)] y la piperina [1-[5-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-0x0-2,4-pentadieniil]piperidina) (4)]
posean propiedades antiinflamatorias, analgésicas y anestésicas en modelos
animales (Carifio-Cortés et al., 2010; Hernandez et al., 2009; Tasleem et al., 2014),
por lo que las N-alquilamidas de Heliopsis longipes pudieran tener las mismas
propiedades, y por tanto emplearse como alternativa terapéutica para el dolor

esofagico.
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Imagen 1. Estructuras quimicas de las N-alquilamidas objeto de estudio. 1= afinina; 2=
homoespilantol; 3= capsaicina y 4= piperina.
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2. Marco Teérico

2.1 Modelo farmacolégico de eséfago

El eséfago es un tejido encargado del transporte de la comida desde la faringe hacia
el estbmago por medio de movimientos en forma de ondas peristalticas desde el
inicio al término del esofago. En la parte inferior del eséfago se encuentra el esfinter
esofagico inferior (EEI), el cual permite el paso de los alimentos al estbmago por la
relajacion transitoria del musculo liso en el esfinter. La deglucion inicia un circuito
que activa las neuronas en el centro de la deglucién del tronco encefalico, el cual
envia proyecciones a través del nervio vago hacia el EEIl. En respuesta a la
estimulacion vagal, las neuronas mientéricas inhibidoras presentes en el musculo
liso del EEI producen o6xido nitrico (NO), provocando la relajacion esofagica y
permitiendo finalmente el paso de los alimentos al estdmago (Romer et al., 2013).
La parte externa del musculo esofagico consiste de tres partes: una capa externa
longitudinal (estriada), una capa circular interna (lisa), y una capa mucosa que
protege a los musculos del medio externo (Kerr et al., 1995; Page and Blackshaw,
1998; Shima et al., 2016) (Imagen 2).

Imagen 2 Anatomia del es6fago (obtenido y modificado de Kou et al., 2015).
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La capa externa longitudinal del es6fago difiere del musculo esquelético sistémico
en la doble inervacion vagal de sus uniones neuromusculares (Boudaka et al.,
2007). Mientras que las capas musculares lisa y estriada del esdéfago estan
inervadas por fibras vagales y espinales, el epitelio del eséfago esta inervado
preferentemente por el nervio vago (Page and Blackshaw, 1998). Los nervios
sensoriales esofagicos detectan los estimulos resultantes de la actividad fisiologica
del tejido, asi como los estimulos asociados con dafo tisular real o potencial
(estimulos nocivos). Los nervios sensitivos capaces de discriminar estimulos
nocivos se denominan nociceptores. La activacion de los nociceptores puede iniciar

reflejos defensivos y/o percepciones de incomodidad y dolor (Yu et al., 2005).

Las fibras espinales (nervios nociceptivos) detectan estimulos esofagicos nocivos
que conducen a percepciones conscientes de pirosis y dolor; las fibras vagales
participan en la regulacion de las actividades fisioldgicas del es6fago. Sin embargo,
se ha descrito que las fibras vagales también pueden mediar respuestas autonomas
a estimulos nocivos, y modular la percepcion de dolor y malestar originados en el
esofago (Yu et al., 2005).

La estimulacion eléctrica y quimica del nervio vago esofagico produce respuestas
contractiles tanto en la capa externa estriada como en la circular interna lisa, por lo
que en un modelo in vitro es posible evaluar la actividad motora de ambas capas,
incluso en segmentos aislados de esofago provenientes de diferentes modelos
murinos (Kerr et al., 1995; Shima et al., 2016). El reflejo de la estimulacion eléctrica
sobre el nervio vago da como resultado la liberacion del neurotransmisor enddégeno
acetilcolina, con la consecuente contraccion de las capas musculares esofagicas.

Este efecto puede inhibirse con la administracién de capsaicina (Shima et al., 2016).

Los distintos modelos de érgano aislado reportados en la literatura permiten evaluar
de forma directa sustancias exdégenas moduladoras del nervio vago en eséfago y
examinar la quimiosensibilidad de los receptores vagales, evitando los procesos de

distribucion y biotransformacion inherentes a los experimentos in vivo (Page and
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Blackshaw, 1998). Estos modelos se han enfocado al estudio de los
"mecanoreceptores de tensiéon", responsables de la deteccidn del paso de los
alimentos a través del eséfago, y han omitido las respuestas vagales aferentes que
se encargan de percibir estimulos nocivos en el es6fago (Yu et al., 2005). Este punto
es de vital importancia para la busqueda de sustancias que actuen directamente en
el nervio vago y que pretendan usarse para el tratamiento del dolor esofagico (Page
and Blackshaw, 1998).

2.2 Dolor esofagico

El dolor esofagico se define como un dolor recurrente que no se puede distinguir del
dolor isquémico cardiaco hasta después de un estudio que haya excluido una causa
cardiaca (infarto al miocardio, angina inestable, diseccion adrtica, tromboembolismo
pulmonar y taponamiento en el pericardio). Los pacientes con esta condicidon
reportan dolor opresivo y quemante en el pecho que puede irradiarse a la espalda,
cuello, brazos y mandibula, por lo que no distinguen el origen del dolor, afectando
la calidad de vida de quien lo padece sin impacto aparente en la mortalidad (Fass
and Achem, 2011). A pesar del incremento del dolor esofagico entre la poblacién,
poco se conoce sobre este padecimiento. Los mecanismos precisos por los cuales
se produce el dolor esofagico no estan descritos en la literatura. Se conoce que el
esofago contiene terminaciones nerviosas principalmente del nervio vago (izquierdo
y derecho). Estas terminaciones detectan primordialmente los cambios en el pH y
la presién que originan el dolor esofagico (Page and Blackshaw, 1998). Por tanto,
la terapéutica existente esta enfocada en neutralizar la acidez estomacal
(reduciendo dano al eséfago por el reflujo gastroesofagico), y en la disminucion de

la motilidad del tracto gastrointestinal (Schey et al., 2007).

Debido a la estrecha relacién de los humanos con la naturaleza y al uso etnomédico
de las plantas para aliviar el dolor de distintas causas, el estudio farmacolégico y
fitoquimico de las plantas usadas en la Medicina Tradicional Mexicana para tratar el

dolor permite el aislamiento y caracterizacién de los principios activos de estas
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especies (Piper nigrum, Capsicum annuum, Panax ginseng, Cistus salviifolius,
Heliopsis longipes, Agastache mexicana, etc.). La Medicina Tradicional se basa en
el conocimiento adquirido a través de los afios y la practica, y es fuente innegable
de metabolitos secundarios utiles en el tratamiento del dolor, como la morfina y la
salicina, de la que se deriva el acido salicilico, extraidos de Papaver somniferum y
Salix alba, respectivamente (Colvard et al., 2006). Por lo anteriormente descrito, el
presente trabajo se enfocé al estudio farmacoldgico de la planta chilcuague, por sus
propiedades analgésicas, anestésicas y antiinflamatorias relacionadas con la

presencia de N-alquilamidas como metabolitos mayoritarios y activos.

2.3 Heliopsis longipes

Heliopsis longipes (A. Gray Blake) es una planta perteneciente de la familia
Asteraceae comunmente llamada chilcuague, pelitre, raiz de oro, raiz azteca, entre
otros. Es una planta herbacea perene nativa de México principalmente de la region
que comprende la Sierra Gorda, cerca del borde de San Luis Potosi, Guanajuato y
Querétaro (Escobedo-Martinez et al., 2017; Little, 1948). Crece entre 20 y 50 cm,
sus tallos son ligeramente lefiosos y en forma de arbusto, posee hojas opuestas,
cortas, pecioladas y ovaladas (2 a 4 cm de largo) con borde dentado. Presenta
inflorescencias amarillas. Las raices, empleadas en la Medicina Tradicional
Mexicana son distintivas de la planta, ya que son fasciculadas, delgadas (3 a 4 mm
de diametro), de color café claro y con una longitud que varia entre los 15 y los 30

cm (Imagen 3).

Imagen 3. Heliopsis longipes. (a) Partes aéreas y (b) raices (Imagen tomada y modificada
de Lépez-Bucio et al., 2006)

16



Se ha reportado que si se mastica un pequefio segmento de la raiz (1-2 mm de
largo), ya sea fresco o seco, se presenta entumecimiento, sensacion pungente,
anestesia, analgesia o paralisis en la boca o lengua, las cuales son perdurables por
algunos minutos; ademas se estimula la secrecion salival tras su consumo. En la
region de la Sierra Gorda se emplea como condimento y en bebidas alcohdlicas
para incrementar el sabor. En las practicas populares las raices son utilizadas en
enfermedades del tracto respiratorio (resfriados y neumonia), y como anestésico en
el tratamiento de dolor muscular y dental (los dentistas han empleado el extracto
etandlico para extraer piezas dentales, pero comunmente se mastica la raiz seca),
en lesiones bucales y como antiparasitario e insecticida. Las raices se emplean
como sustituto de la sensacion pungente del chile. En preparados comerciales, los
extractos de las raices se incluyen en dentifricos, analgésicos orales en gel
(Buccaldol® e Indolphar®), en cremas antiarrugas como sustituto del Botox®, y en
preparados antienvejecimiento (Gatuline®, SYN®-COLL, ChroNOline™) (Barbosa
et al., 2016).

La composicidon quimica de las raices de H. longipes ha sido reportada con
anterioridad; se han identificado varias N-alquilamidas en la especie, siendo la
afinina (1) la mayoritaria. Para la afinina se ha descrito que su actividad analgésica
esta dada por la liberacion de GABA (Rios et al., 2007) por activacion de receptores
endocannabinoides (Barbosa et al., 2016). Por otra parte, la actividad
antihiperalgésica de la afinina en el modelo de edema plantar inducido por
carragenina se atribuy6 a la activacion de la via NO-GMPc-K* (Acosta-Madrid et al.,
2009).

2.4 N-alquilamidas

El interés biomédico sobre las N-aquilamidas se ha incrementado notoriamente
desde hace veinte afos. Este grupo de moléculas bioactivas derivadas de aminas
contienen principalmente una cadena alifatica de acido graso poli-insaturado y un

sustituyente corto unido al grupo amino (Imagen 4). En la naturaleza estos
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compuestos son sintetizados por una gran cantidad de especies vegetales, y por
hongos provenientes de los géneros Calviceps, Penicillium y Aspergillus. En
mamiferos, las N-alquilamidas se encuentran en forma de ceramidas que actuan
como agentes para el aislamiento y proteccion de la piel ante la pérdida de liquidos.
Las moléculas representativas de las N-alquilamidas incluyen a los alcaloides

ergotamina (de origen fungico), capsaicina y piperina (ambos de origen vegetal).

R,= Cadena alifatica, cominmente

= ifAati (@]
Rénecr:frj:gr?t:l:;fs:t?:hgue isobutilamida, metilbutilamida,
gnidades de carbono R R feniletilamida, tiramina, derivado de
; 2 . L .
insaturadas con o sin N/ piperidina o pirrolidina, con o sin

sustituyentes directos (N, O, S,
Ph). Puede incluir sustituyentes
Rs directos incorporados en algun
ciclo con R,&

sustituyentes directos (N, O, S,
Ph) incorporado o no en un
sistema ciclico con R,

R;= Comunmente
constituida por un hidrégeno
o un grupo funcional metil,
metoxi o hidroxilo.B

Imagen 4. Estructura quimica general de las alquilamidas (Obtenido y modificado de:
Boonen et al., 2010).

Se ha reportado la existencia de este tipo de compuestos en al menos 26 familias
vegetales que comprenden a mas de 100 especies. Los principales géneros
empleados como fuente de N-alquilamidas son Echinaceae, Zanthoxylum,
Capsicum, Piperaceae, Spilanthes y Heliopsis (Boonen et al., 2010). Las funciones
metabdlicas de las N-alquilamidas se relacionan al desarrollo de raices (Ramirez-
Chavez et al., 2004), la formacion de flores (Facchini et al., 2002), y, ademas en
algunos, casos suponen la base para las capacidades defensivas o de proteccién
de las plantas, tal es el caso de la pungencia de los capsacinoides (Molina-Torres
et al., 2004; Tewksbury et al., 2008).

Se ha reportado que las N-alquilamidas se usan como agentes saborizantes, como

suplemento alimenticio para estimular el sistema inmune, como antimicéticas,
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antiparasitarias, insecticidas, y también se han empleado para el tratamiento de

ulceras bucales (Correa et al., 1971; De Spiegeleer et al., 2013)

2.4.1 Capsaicina

La capsaicina es el componente pungente de los chiles, es un alcaloide
(capsaicinoide) encontrado en las plantas del género Capsicum. Es un sélido
blanquecino liposoluble, inoloro, y con sabor pungente con un punto de fusiéon de
62—-65 °C y un peso molecular de 305.4 g/mol. La capsaicina es soluble en etanol y
otros disolventes organicos (Kasting, 2001). Esta presente en los tejidos de la
placenta que contienen las semillas y probablemente actua como un elemento
persuasivo contra los herbivoros. Cuando la capsaicina entra en contacto con

tejidos de mamiferos causa sensacion de ardor.

La capsaicina se une al receptor de potencial transitorio variante 1 (TRPV1) o mejor
conocido como receptor vainilloide (Hayman and Kam, 2008). Este receptor es un
canal iénico con alta permeabilidad a cationes divalentes como Ca?* y Mg?*, y a los
monovalentes como Na*. Es activado por calor, protones, endovainilloides,
endocannabinoides y mediadores inflamatorios, asi como por venenos. La
capsaicina se une al sitio alostérico del canal modulando la apertura del mismo y
permitiendo el flujo de cationes a través de la membrana. (Diaz-Franulic et al.,
2016). En el sistema nervioso periférico se ha observado que TRPV1 contribuye a
la transmision de la sensacion térmica, quimica, de dolor e inflamatoria (Anwar and
Derbenev, 2013).

Recientemente, la capsaicina ha despertado el interés en las terapias de procesos
dolorosos ya que puede desensibilizar al nervio evitando la sobreestimulacién
debido a la disminucion de la sustancia P en las terminaciones nociceptivas. De
forma breve, el mecanismo antinociceptivo de la capsaicina inicia con la activacion
de los receptores TRPV1 (sensacion de ardor), y posteriormente la deplecién de la

sustancia P que inicia la desensibilizacién en un grupo pequefo de neuronas. Los
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nervios sensoriales se vuelven insensibles a la percepcion de estimulos quimicos,
nocivos y calor. Ademas se pierde la capacidad de liberar mediadores involucrados
en la neurotransmision e inflamacion. La suma de estos fendmenos conduce a la

analgesia (Hayman and Kam, 2008).

2411 Receptores TRP en el tratamiento de dolor

Los receptores TRP estan distribuidos a lo largo de todo el organismo y median el
flujp a través de la membrana de cationes, elevando las concentraciones
intracelulares de Ca?* y Na* lo que provoca una despolarizaciéon de la célula. Los
cambios en el potencial de membrana propagan el potencial de accion e influyen en
la contraccidn muscular al activar proteinas efectoras sensibles a Ca?*. Los
receptores TRP son canales compuestos por seis dominios transmembranales (TM)
con un poro en los dominios S5 y S6 y muestran poca selectividad para cationes
como Na* y Ca?*. Existen por lo menos 7 subfamilias de receptores TRP de las
cuales se destacan la subfamilia TRPA, TRPM, y TRPV (Flockerzi, 2007).

El receptor de potencial transitorio de melastina (TRPM) se subdivide a su vez en 8
miembros. Estos canales son permeables a Ca?* y Mg?*. El canal TRPM8 es
comunmente activado por el mentol, eucaliptol y las temperaturas bajas (<25 °C).
Del mentol se ha reportado que se emplea como balsamo en el tratamiento del dolor
ocasionando un efecto refrescante seguido de un efecto analgésico. El canal
TRPM8 esta localizado en neuronas sensoriales y funge como sensor de

temperaturas bajas.

El canal TRPV debe su nombre a que los agonistas de este canal contenian en su
estructura un residuo vanilloide se expresa principalmente en neuronas del sistema
nervioso periférico, como en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal, de los
ganglios trigeminal y toracico vagal y en fibras sensoriales C y Ad, pero también se
encuentra en el sistema nervioso central. Este receptor se ha relacionado con

procesos fisioldgicos como la deteccion de estimulos dolorosos y la generacion de
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procesos de inflamacion. Se ha comprobado la actividad antinociceptiva del
receptor TRPV1 en el modelo de hiperalgesia térmica. Ademas se ha reportado que
la actividad analgésica ejercida por diversos agonistas sobre TRPV1 se debe a la
desensibilizacién del canal, tal es el caso del alcanfor, el cual es un analgésico
tépico utilizado tradicionalmente para el tratamiento del dolor. El alcanfor es un
agonista TRPV1 actuando en sistemas de expresion heterélogos y en neuronas del
ganglio de la raiz dorsal, provocando una rapida desensibilizacion del receptor de
manera irreversible a diferencia de la capsaicina que es reversible (Salazar et al.,
2009).

2.4.2 Piperina

La pimienta negra (Piper nigrum) es la especia mas consumida alrededor del mundo
por sus caracteristicas pungentes y de estremecimiento en la percepcion
orosensorial (Beltran et al., 2017; Lopez et al., 2016). La piperina es el alcaloide
mayoritario del fruto de la pimienta, y al igual que la capsaicina, es también una N-
alquilamida. El uso tradicional de esta especie es para tratar padecimientos como
fiebre, dolor, e inflamacion (Tasleem et al., 2014). La piperina se ha investigado por
diferentes propiedades, entre las que se destacan el incremento de la
biodisponibilidad de varios farmacos (por inhibicion de la glicoproteina P humana y
el citocromo P450 3A4), y la estimulacion de la liberacién de adrenalina (Mujumdar
et al., 1990; Vijayakumar et al., 2004).

Uno de los mecanismos de accion descritos para la piperina es la activaciéon de los
canales TRPV1y TRPA1 (Beltran et al., 2017). Algunos autores describen su acciéon
en la lengua, en donde primero causa la activacién de los receptores TRPV1
provocando una irritacién, y posteriormente una desensibilizacion o taquifilaxia; sin
embargo este efecto es ‘superable’ mediante la aplicacion de estimulos recurrentes,
tanto para capsaicina como para piperina (Dessirier et al., 1999).
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Recientemente se ha demostrado que la piperina también inhibe la actividad basal
de algunos canales de potasio de doble poro (KCNK). Los KCNK se abren
selectivamente permitiendo el flujo de iones K* al interior de las células,
manteniendo el potencial de membrana en reposo. La piperina bloquea la actividad
de los canales tipo 3 (KCNK3), tipo 9 (KCNK?9) y tipo 18 (KCNK18), produciendo
una disminucion de la actividad basal de éstos, incrementando como consecuencia

la sensibilidad hacia los estimulos nocivos (Beltran et al., 2017).

Este fendmeno de disminucién de la actividad basal de KCNK es similar al producido
por el anestésico local bupivacaina, que bloquea a estos canales de forma
reversible, impidiendo la generacion y propagaciéon de los potenciales de accién. Al
exponer el nervio a un anestésico local se genera una sensacion casi inmediata de
alivio del dolor, la cual es reversible y de corta duracion. Otro anestésico local
utilizado comunmente en la clinica, es la lidocaina que actua bloqueando los
canales de Na* impidiendo la generacion del potencial de accion e induciendo
anestesia (Shin et al., 2014). Por otra parte, se ha reportado que el efecto anestésico
de la lidocaina es mas duradero si se administra con un extracto de las raices de
Ottonia anisum, una planta de la familia Piperaceae. Este extracto contiene piperina,
y se propuso que esta N-alquilamida actua sobre KCNK potenciando la accion de

lidocaina (Lopez et al., 2016).
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3. Planteamiento del problema

En la Medicina Tradicional Mexicana se emplean diversas plantas en el tratamiento
del dolor. Este es el caso de Heliopsis longipes, de la cual se utilizan las raices para
aliviar el dolor muscular y dental, y como anestésicas. El principio activo reportado

de H. longipes es la N-alquilamida afinina (Escobedo-Martinez et al., 2017).

La actividad biolégica de las N-alquilamidas ha sido estudiada en diferentes
modelos experimentales in vivo y se ha descrito que actuan sobre numerosos
blancos moleculares. Se ha propuesto que los metabolitos de H. longipes actuan
sobre los receptores de potencial transitorio (TRP) al igual que la capsaicina y la
piperina. Los receptores TRP se encuentran ampliamente distribuidos en érganos y
en las inervaciones del SNC y tienen un papel fundamental en la transmision de los

estimulos nociceptivos.

Como parte de los estudios realizados en nuestro grupo de trabajo para establecer
los principios activos, y elucidar los mecanismos de accidon antinociceptivos de
especies medicinales de amplio uso entre la poblacién mexicana, el presente trabajo
propuso establecer la actividad de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes y su
mecanismo de accién en el modelo de estimulacion eléctrica del nervio vago en

esofago de rata.
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4. Hipétesis

De acuerdo con el efecto anestésico reportado para Heliopsis longipes, la mezcla
de N-alquilamidas de H. longipes, antagonizara las respuestas contractiles
esofagicas inducidas por los moduladores TRP capsaicina, piperina y mentol. Asi
mismo, reducira su efecto por capsazepina y, aumentara el efecto del modulador de
los canales de potasio de doble poro bupivacaina, e incrementara el efecto de GABA

en un modelo de estimulacion eléctrica sobre el nervio vago de eséfago de rata.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes sobre las
contracciones inducidas eléctricamente, en presencia de moduladores TRP
(capsaicina, piperina, capsazepina y mentol), canales de potasio de doble poro

(bupivacaina) y GABA en el modelo de eso6fago de rata.

5.2 Objetivos particulares

a. ldentificar los componentes mayoritarios de un extracto organico
diclorometano/acetona 9:1 de H. longipes empleando Cromatografia de Liquidos
de Alta Eficiencia acoplada a Espectrometria de Masas (HPLC-MS).

b. Aislar mediante técnicas cromatograficas convencionales a las N-alquilamidas
mayoritarias del extracto organico de H. longipes.

c. Caracterizar espectroscopica y espectrométricamente a las N-alquilamidas
mayoritarias del extracto de H. longipes.

d. Determinar el efecto de la mezcla de N-alquilamidas aisladas de H. longipes
sobre las contracciones inducidas eléctricamente, en presencia de los agonistas
TRP capsaicina, piperina y mentol y el antagonista TRP capsazepina en el
modelo de esdfago de rata.

e. Determinar el efecto de la mezcla de N-alquilamidas aisladas de H. longipes
sobre las contracciones inducidas eléctricamente en esodfago de rata en
presencia del bloqueador del canal de potasio de doble poro bupivacaina, y de
GABA.
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6. Metodologia

6.1 Material vegetal

Las raices secas de Heliopis longipes fueron una donacion de Laboratorios MIXIM
S.A. de C.V,, con lote 6702. El material vegetal fue posteriormente pulverizado

utilizando un molino manual.

6.1.1 Preparacion del extracto organico de Heliopsis longipes

El extracto organico se prepard utilizando 1012 g de raices pulverizadas de H.
longipes a través de extraccion continua utilizando Soxhlet con una mezcla de
diclorometano/acetona 9:1. El extracto de color ambar fue llevado a sequedad con
ayuda de un rotaevaporador, dando un peso total de 19.3 g. El rendimiento del

extracto fue 1.91%, se mantuvo en refrigeracion a 5 °C.

6.1.2 Perfiles cromatograficos de H. longipes

La obtencidn de la fraccion rica en N-alquilamidas de H. longipes inicié con 2 g del
extracto organico que se fraccionaron en una columna abierta de fase normal
utilizando gel de silice 60-200 Mesh. Los gradientes de polaridad utilizados fueron:
hexano/acetato de etilo 9:1, 8:2, 7:3 y 4:6. Se obtuvieron 60 fracciones primarias,
colectandose las fracciones 12-17 (polaridad 9:1 y 8:2) las cuales se compararon
con una referencia de afinina en cromatoplacas de silice sobre aluminio (60 F254,

Merck), y utilizando como revelador p-anisaldehido.
Se realizaron analisis de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

acoplada a espectrometria de masa (MS), empleando como fase estacionaria la

columna C18 de 15 cm de longitud, tamafio de particula 5 ym y una elucién de tipo
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gradiente usando una fase binaria de acetonitrilo:agua acida (acido formico 0.1%

v/v), velocidad de flujo 0.4 mL/min, de acuerdo a la tabla siguiente:

Tabla 1. Elucion por gradiente empleado en HPLC

Tiempo (min) | % ACN | % H20 acidulada
0 80 20
1 80 20
4 100 0
8 100 0
10 80 20
12 80 20

Por otra parte, se obtuvieron perfiles cromatograficos usando cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas usando un espectrometro de masas
Leco Tiempo de Vuelo, modelo Pegasus 4D acoplado a un cromatografo de Gases
Agilent modelo 6890N. Se empled una columna capilar DB5 20 m x 0.18 mm x 18
micras. Se utilizé el programa cromatografico: 100 °C (3 min), 20 °C/min hasta 300
°C durante 10 min. La temperatura del inyector fue de 300 °C y la temperatura de la
camara de ionizacién 200 °C. Se utilizé una relacion split 1:200 y un volumen

inyectado de 1 uL. El voltaje de ionizacion de los espectros de masas fue de 70 eV.

6.1.3 Constantes espectroscopicas de H. longipes

La fraccion 12-17 fue analizada en resonancia magnética nuclear monodimensional
(CDCl3, RMN-'H 400 MHz y RMN-'3C, 100 MHz), empleando un espectrémetro
Varian Modelo VNMRS de 9.4 T.

6.2 Farmacos

La capsaicina y capsazepina fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (St. Louis Mo.
USA), estos farmacos fueron solubilizados en una solucién de Tween 80 al 0.5% y
solucién modificada de Krebs-Henseleit (KHS, mM: NaCl 136.9, KCI 2.7, CaClz2 1.8,
MgClz2 2.1, NaH2POs4 0.4, NaHCOs 1.9 y glucosa 5.5) respectivamente. La

bupivacaina se obtuvo de la marca comercial Buvacaina® (ampolleta, inyectable)
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de los laboratorios Pisa S.A. de C.V., las diluciones se realizaron en agua purificada
calidad cromatografica obtenida del purificador de agua Mili-Q system (Millipore S.A.
de C.V., México) manteniéndose las condiciones de estabilidad. El acido gama
amino butirico (GABA) se obtuvo de Sigma®, y se solubilizd en solucién salina. Los
cristales de mentol utilizados fueron de grado farmacéutico, y la piperina fue extraida
previamente de Piper nigrum en el laboratorio 126 de la Facultad de Quimica por el
meétodo de reflujo con diclorometano. El mentol y la piperina fueron solubilizados en
una solucién de Tween al 0.5%. El pentobarbital sédico fue adquirido como solucion

inyectable para uso veterinario de los laboratorios PISA agropecuaria (Pisabental®).

6.3 Animales de experimentacion

Para realizar los experimentos se utilizaron ratas macho Wistar obtenidas
comercialmente del Centro UNAM-Envigo con un peso corporal entre 250-300 g.
Los animales fueron mantenidos a temperatura ambiente con libre acceso a agua y
alimento chow, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas cada uno. Los
procedimientos involucrados en el cuidado y manejo de los animales se realizaron
conforme lo establecido por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, y
poseen la aprobacion institucional de la Facultad de Quimica (CICUAL/241/17).

6.4 Bioensayos

6.4.1 Diseccidon del es6fago y preparacién del tejido

Los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sodico (150
mg/Kg i.p.). Se colocé el cuerpo boca arriba y se retird la piel desde el térax hasta
la mandibula del lado derecho. Las capas musculares se retiraron para exponer el
musculo esternohioideo. Posteriormente, se removioé el musculo para exponer la
bifurcacién de la carétida. Con ayuda de aparatos retractores se realizo la diseccion
del nervio vago. Este se encuentra junto a la arteria carétida y sigue el camino por

el cuello. Se diseccion6 alrededor de la carétida y por encima del corazén. En todo
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momento, se mantuvo humectado el tejido con KHS modificada. Posteriormente en
una caja de Petri con KHS modificada se colocé el eso6fago con el nervio vago, el
cual mide 2-3 cm de longitud. Con ayuda de un estereoscopio (x6) se eliminaron los
nervios troncales que no tenian la apariencia caracteristica del nervio vago (anillada
y ligeramente plateada). Cada preparacion contenia dos segmentos de nervio vago.
El eséfago se mantuvo a 35 + 1 °C con burbujeo constante de gas carbégeno (95

% de O2y 5 % de CO2). Este procedimiento no duré mas de 20 minutos.

El es6fago se colocé entre dos anillos de nicromel, uno conectado a la camaray el
otro a un transductor de fuerza (Grass FT 03E). La tension inicial fue de 1 gy la
preparacion de 6rgano aislado se equilibr6 por 30 minutos. Se realiz6 una
estimulacién eléctrica a uno de los segmentos de nervio vago a 0.5 cm de distancia
del tejido usando un electrodo ubicado sobre la camara de érgano aislado, usando
pulsos cuadrados de 1.5 volts con una duracion de 0.5 ms en intervalos de 1
segundo. Se registré la respuesta contractil inducida eléctricamente durante 10-15
min; esta respuesta se consider6 como control. Transcurrido este tiempo se
procedié a la administracion de los tratamientos. Cada experimento in vitro durd
menos de 4 horas y cada porcion de nervio vago de eséfago se utilizdé para un solo
experimento (Shiina et al., 2013, 2012; Shima et al., 2016).

6.4.2 Administracion de los tratamientos

6.4.2.1 Efecto de farmacos sobre la respuesta contractil inducida eléctricamente

Para cuantificar el efecto de los farmacos capsaicina, capsazepina, piperina, GABA,
mentol, y bupivacaina, sobre la contractilidad inducida eléctricamente, se inicié con
una estimulacién eléctrica de 1 minuto a un segmento del nervio vago. Tras el
minuto de estimulacion, se adicionaron 10 yL de las soluciones del farmaco a
evaluar. Las concentraciones utilizadas fueron: capsaicina (100 uM), capsazepina
(10 pM), piperina (200 mM), GABA (1 mM), mentol (64 mM) y bupivacaina (0.58,
1.7 y 5.8 mM). La mezcla de N-alquilamidas de H. longipes se evalud en las
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siguientes concentraciones: 0.22, 2.21, 22.1, 221 pg/mL. Se registré la respuesta
de cada sustancia de prueba durante 150 segundos. El tejido se lavé con KHS

modificada por 3 minutos y se dejo en reposo por 30 minutos.

6.4.2.2 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes sobre la respuesta de

farmacos moduladores de canales TRP

Se inici6 con una estimulacién eléctrica de 1 minuto a un segmento del nervio vago.
Tras el minuto de estimulacion, se adicionaron sobre el nervio vago 10 pL del
modulador TRP capsaicina (100 uM) y se registr6 durante 150 segundos la
respuesta. Luego de este este tiempo, se adicionaron 10 yL de la mezcla de N-
alquilamidas de H. longipes (22.1 pg/mL y/o 221 pg/mL) y se continud el registro
durante 150 segundos mas. El tejido se lavdé con KHS modificada por 3 minutos y
se dejé descansar durante media hora. Este procedimiento se repitié variando el
modulador TRP, es decir, empleando capsazepina (10 uyM), piperina (200 mM), y
mentol (64 mM) en lugar de capsaicina. Estos experimentos se realizaron en

preparaciones individuales y por triplicado (Shiina et al., 2012).

6.4.2.3 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes sobre la respuesta de

farmacos moduladores de canales KCNK

Como en el experimento anterior, se comenzd con una estimulacién eléctrica de 1
minuto a un segmento del nervio vago. Tras el minuto de estimulacién, se
adicionaron 10 pL del bupivacaina (0.58, 0 1.7, 0 5.8 mM) y se registr6é durante 150
segundos la respuesta. Luego de este este tiempo, se adicionaron 10 yL de la
mezcla de N-alquilamidas de H. longipes (22.1 pg/mL y/o 221 pg/mL) y se continu6
el registro durante 150 segundos mas. El tejido se lavé con KHS modificada por 3
minutos y se dejo descansar durante media hora. Estos experimentos se realizaron

en preparaciones individuales y por triplicado.
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6.4.2.4 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes sobre la respuesta de
GABA

Se realizé el mismo procedimiento de estimulacion descrito en los incisos anteriores,
pero empleando 10 yL de GABA (1 mM) y 10 uL de la mezcla de N-alquilamidas
de H. longipes (22.1 pg/mL). Luego de la obtencion de los registros, el tejido se lavo
con KHS modificada por 3 minutos y se dejo en reposo durante media hora. Estos

experimentos se realizaron en preparaciones individuales y por triplicado.

6.4.2.5 Cuantificacion de la respuesta contractil

A partir de cada experimento se obtuvieron los gramos fuerza de contraccién en
intervalos de 10 segundos. De esta manera, cada experimento consta de 15 puntos
que representan cada uno el promedio de al menos 30 valores. Con los datos del
registro control se obtuvieron los porcentajes de contraccién de cada tratamiento.
Posteriormente, se graficaron los cursos temporales (% de contraccion vs. tiempo)

de cada tratamiento, y se calcularon las areas bajo la curva (ABC) de cada farmaco.

6.5 Analisis de datos experimentales

Los datos de los bioensayos se presentan como el promedio + el error estandar de
la media (EEM) del ABC de los cursos temporales. Se establecieron diferencias
significativas empleando analisis de varianza de una via (ANOVA) con una
significancia de p<0.05 y una prueba post hoc de Tukey, usando el software

GraphPad Prism® version 6.0.
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7. Resultados

7.1 Perfiles cromatograficos de H. longipes

A partir de las raices secas y molidas de H. longipes se prepard un extracto de
naturaleza organica con diclorometano/acetona 9:1 empleando extraccién con
Soxhlet. El fraccionamiento primario del extracto organico empleando cromatografia
en columna abierta, y la comparacién cromatografica en capa delgada de las
fracciones primarias con un estandar de afinina permitié seleccionar la fraccién 15-

17 que poseia como constituyente a esta N-alquilamida (Imagen 5).

Imagen 5. Perfil cromatogréafico por CCF de H. longipes. A. Perfil UV (254 nm). B.
Solucién reveladora de p-anisaldehido. En ambas placas: carril 1, extracto organico; carril
2, fraccion 15-17 rica en N-alquilamidas; carril 3: afinina. Fase mdévil: ciclohexano:acetona

6:4. Fase estacionaria: silica gel sobre aluminio (Merck, tamafio de particula: 5-20 pym).
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La fraccién 15-17 fue analizada empleando CLAE-ESI-EM. El cromatograma (base-

peak chromatogram, BPC) de pico base obtenido se muestra en la Imagen 6.

Imagen 6. Cromatograma de los componentes de H. longipes.

En el cromatograma se pueden observar cinco picos, a los cuales se calculo el

porcentaje del area (Tabla 2). Los tres picos mayoritarios se encuentran en los
tiempos de retencion de 5.070 min (67.6% del area total), 5.749 min (18.4% del area
total), y 4.280 min (7.4% del area total).

Tabla 2. Integracion de los picos del cromatograma obtenido por HPLC.

Pico Inicio | Tiempo de Final Altura Area Area %
(min) retencion (min)
(min)
1 4.221 4.280 4.450 913330 6989307 7.4
2| 4.460 4.550 4.665 666615 4598446 4.8
3| 4.740 4.830 4.905 287736 1676970 1.8
4| 4945 5.070 5.349 5577988 64143861 67.6
5| 5.634 5.749 5.894 2405127 17491906 18.4
Total 94900490 100
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Se obtuvieron los espectros de masas de los tres picos mayoritarios por el método
de electrospray (ESI). La comparacion de estos espectros con lo reportado en la en
la literatura (Boonen et al., 2010) permitié identificar a estos picos como las N-
alquilamidas afinina (1), homoespilantol (2) y N-(2-metilbutil) undeca-2E-en-8,10-

diinamida (5) (Imagenes 7 - 9).

Espectro 1. Afinina (N-isobutil deca-2E,6Z,8E-trienamida)

x10 2 |+ Scan (4.950-5.349 min, 81 scans) 0T308_4.d
11 222
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Counts (%) vs. Mass-to-Charge (m/z)

Imagen 7. Espectro de masas del pico 4 en tR= 5.070 min.

La afinina presenta el ion cuasi-molecular [M+H]* con m/z de 222, mientras que el

pico 244 corresponde al aducto con sodio.
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Espectro 2. Homoespilantol (N-(2-metilbutil) deca-2E,6Z,8E-trienamida) +
afinina
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Imagen 8. Espectro de masas del pico 5 en tR= 5.749 min

El homoespilantol (2) presenta el ion molecular [M+H]* con m/z de 236; también se
observa a la afinina en la relacién m/z de 222. EI compuesto 2 posee un 27% de
abundancia respecto a la afinina (1).

Espectro 3. N-(2-metilbutil) undeca-2E-en-8,10-diinamida
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Imagen 9. Espectro de masas del pico 1 en tR=4.221 min.

El ion cuasi-molecular [M+H]* se observa con una relacién m/z de 232. Esta N-
alquilamida posee un 10.9% de abundancia respecto a la afinina (1).

35



La mezcla de N-alquilamidas de H. longipes fue analizado usando cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas. Se obtuvo el siguiente cromatograma:
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Imagen 10. Cromatograma de gases de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes. Se
identifican dos picos principales.
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El analisis del espectro de masas del pico 1, permitié identificarlo como afinina (1),
obteniéndose el siguiente patron de fragmentacion:

Peak True - sample "MAAN30A:2", peak 1, at 592.197 s

1000+ 81
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Imagen 11. Espectro de masas del pico 1.

El ion molecular en la relacion m/z 221 corresponde al peso molecular de la afinina;
los picos (m/z 81, pico base) y m/z 141 resulta de la ruptura de la cadena alifatica
en el carbono y al grupo amida (Imagen 12).

Imagen 12 Patrén de fragmentacion propuesto para la afinina (1).
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Por otra parte, el espectro de masas del pico 2 identificarlo como homoespilantol
(2), obteniéndose el siguiente patrén de fragmentacion:

Peak True - sample "MAAN30A:2", peak 2, at 622.997 s
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Imagen 13. Espectro del pico 2 obtenido a partir de la cromatografia de gases de la
mezcla de N-alquilamidas de H. longipes.

El ion molecular en la relacibn m/z 235 corresponde al peso molecular del
homoespilantol (2); los picos (m/z 81, pico base) y m/z 155 resultan de la ruptura de
la cadena alifatica en el carbono y al grupo amida, el pico m/z 206 corresponde a la
ruptura del grupo etilo en la cadena metiletilamida (Imagen 14).

Imagen 14 Patrén de fragmentacion propuesto para el homoespilantol (2).
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El compuesto mayoritario de la fraccion 12-17 se separ6é empleando cromatografia
semi-preparativa, usando una mezcla de ciclohexano/acetona 85:15 como fase
movil. Los resultados de los experimentos monodimensionales de RMN obtenidos
para este metabolito (Tabla 3, Imagenes 15y 16) se compararon con los reportados
en la literatura (Barbosa et al., 2016; Nakatani and Nagashima, 1992). Si bien se
aprecia la presencia de un compuesto minoritario en los espectros
monodimensionales, el compuesto mayoritario identificado resulto ser la afinina (1).

Tabla 3. Datos espectroscopicos de RMN para la afinina (1) de H. longipes en CDCl; ['H
(400 MHz), *C (100 MHz); ppm].

Afinina (1)
Posiciéon Sc tipo 81 (m)
1 166.1 C -
2 124.3 CH 5.79 (dd)
3 143.7 CH 6.82 (dt)
4 32.3 CH2 2.27 (m)
5 26.5 CH2 2.27 (m)
6 127.8 CH 5.26 (m)
7 129.6 CH 5.97 (1)
8 126.9 CH 6.29 (m)
9 130.1 CH 5.68 (m)
10 18.5 CHs 1.76 (d)
1’ 47.0 CH2 3.13 (dd)
2’ 28.8 CH 1.76 (m)
3 20.3 CHs 0.93 (d)
4 20.3 CHs 0.93 (d)
H-N - - 5.51 (s)
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Imagen 15 Espectro de RMN-'H (400 MHz/CDCl3) de la mezcla de N-alquilamidas (1)
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Imagen 16. Espectro de RMN-"3C (100 MHz/CDCI3) de la mezcla de N-alquilamidas (1)
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7.2 Bioensayos

7.2.1 Administracion de los tratamientos

En la Imagen 17 se muestra un ejemplo del trazo del poligrafo para los grupos
control; cada 150 segundos se adicion6 una solucion de Tween al 0.5%. Esto con
la finalidad de evaluar la contractilidad del esdéfago de rata mediante la
estimulacién eléctrica del nervio vago. Se observa que durante al menos 15

minutos el tejido mantiene estable la contractilidad inducida eléctricamente.

HHH“HHHI|\H(H\\I\I\H!H\\IHH\HWIHH\HH!!HIIHHHHI\HHlH!HHlHH!NHHHH!HI\IHH!H!HI!IHHIHI\IHHHIHI\IH\HHIHI\IHHIHI\H!HHIHI\HH!HIWWHNHV!HIHIHI1!WIHIHIlHIHIHIllWHIWIHHIWHHHWW\IWH\W|||WHW||HIH|H\\Il\IWHI(IlHIHWIWHIH\IHNHIHHIWHW

0.500000

mmmmmmm

Inicio de
estimulacion
eléctrica

Solucion Tween 0.5 %

Imagen 17. Trazo obtenido del poligrafo para el grupo control, se muestra el tiempo contra

los gramos-fuerza obtenidos del eséfago de rata al estimularlo eléctricamente.
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Para evaluar el efecto de la fraccidn de N-alquilamidas, se permitid que las
contracciones inducidas eléctricamente se estabilizaran durante un minuto y
posteriormente se procedio a administrar diferentes concentraciones de la fraccion
de N-alquilamidas en diferentes concentraciones, inmediatamente se observo un
efecto de hiperestimulacién seguido de un efecto de disminucién de las

contracciones inducidas eléctricamente (Imagen 18).
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Imagen 18. Trazo obtenido del poligrafo tras la administracién de la mezcla de N-
alquilamidas, se muestra el tiempo contra los gramos-fuerza obtenidos del es6fago de rata

al estimular eléctricamente.
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Posteriormente, se realizé la administracion de las sustancias de prueba por

separado y se observo la repuesta que éstas desencadenan. Al igual que para las

N-alquilamidas, se inicid la estimulacion eléctrica sobre el nervio vago durante

aproximadamente un minuto una vez que las variaciones de las contracciones

sobre el esofago eran constantes se administraron los tratamientos (GABA,

mentol, capsaicina, capsazepina, piperina o bupivacaina) que se evaluaron

durante 150 segundos antes de lavar el

tejido (Imagen 19).
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Imagen 19. Se ejemplifica como se observaba la accién de las sustancias en las

contracciones del es6fago inducidas eléctricamente. Nota: capsazepina no modifica las

contracciones inducidas eléctricamente.
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7.2.2 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas sobre la respuesta contractil inducida
eléctricamente

Al administrar las N-alquilamidas de H. longipes sobre el nervio vago incrementa
las contracciones inducidas eléctricamente y en el transcurso del tiempo las
disminuye, tal como se observa en la Grafica 1. Este efecto no fue dosis
dependiente; sélo a la concentracion de 22 pg/mL se observé una diferencia en el
efecto respecto al control (Grafica 2) por lo que se decidid6 emplear esta

concentracion para los siguientes experimentos

Extracto de H. longipes

400 4

Control
A 0.22 ug/mL

A 2.21ug/mL
A 22.1 ug/mL
A 221 ug/mL

Efecto

e

%

0 50 100 150 200

Tiempo (s)

Grafica 1 Curso temporal de la administracion independiente de la mezcla de N-
alquilamidas de H. longipes. A= Mezcla de N-alquilamidas. Se presenta la media £ EEM,
n=3

45



30000

ABC (% efecto *s)

A (ug/mL)
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Grafica 2. Area bajo la curva (ABC) del curso temporal de la mezcla de N-alquilamidas.
C= control; A= mezcla de N-alquilamidas. Se presenta la media + EEM, se realizé una
ANOVA seguida de una prueba post hoc Tukey. *Se observa una diferencia significativa

respecto al control, p<0.05, n=3.
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7.2.3 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas en presencia de GABA

Debido a que algunos autores reportan que la afinina presenta un mecanismo de
accién que involucra la participacion de los receptores GABA (Rios et al., 2007), se
empled una concentracion del GABA 1 mM, la cual no ejerce un efecto significativo
respecto al control, sin embargo se observa que GABA reduce el efecto de las

contracciones inducidas eléctricamente (Grafica 3).

30000 —_—
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Tratamientos

Grafica 3 Area bajo la curva (ABC) del curso temporal de la mezcla de N-alquilamidas. C=
control; A= mezcla de N-alquilamidas. Se presenta la media + EEM, se realiz6 una
ANOVA seguida de una prueba post hoc Tukey. Se observa una diferencia significativa
con p<0.05, n=3.
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7.2.4 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas en presencia de capsaicina

Al administrar una concentracion de 100 uM de capsaicina se observa una
disminucion significativa de la actividad respecto al control, en contraste con
lo producido por la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes. El efecto de la mezcla
de N-alquilamidas de H. longipes (22.1 y 221 pg/mL) es anulado por la presencia

de capsaicina (Grafica 4).
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Grafica 4. Efecto de la mezcla de N-alquilamidas provenientes de H. longipes en presencia
de capsaicina. C= control; A= mezcla de N-alquilamidas; Cp= capsaicina 100 uM. Se
presenta la media £ EEM, se realizé una ANOVA seguida de una prueba post hoc Tukey.
Se observa una diferencia significativa con p<0.05, n=3.
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7.2.5 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas en presencia de capsazepina

Para comprobar si el efecto observado con capsaicina es a través del receptor
TRPV1, se adicioné capsazepina (antagonista de los canales TRPV1) en una
concentracion de 10 uM. Se observo que a esta concentracion de capsazepina (10
MM) se antagoniza el efecto de capsaicina (100 uyM) (Grafica 5). Esta misma
concentracion se empled para evaluar el efecto de la mezcla de N-alquilamidas
provenientes de H. longipes. Se observa que la capsazepina disminuye el efecto de
la mezcla de N-alquilamidas (Grafica 5) pero no en igual magnitud que lo hace la
capsaicina (Grafica 4). Por lo que se puede proponer que el mecanismo de accién

de la mezcla de N-alquilamidas es diferente de los receptores TRPV1.

30000 A p<0.05
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Grafica 5. Comportamiento de la mezcla de N-alquilamidas provenientes de H. longipes
en presencia de diferentes sustancias. C= control; A= mezcla de N-alquilamidas 22.1
pMg/mL; Cpz= capsazepina 10 uM; Cp= capsaicina 100 uM. Se muestra la media + EEM,
se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc Tukey. Se observa
una diferencia significativa con p<0.05, n23.
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7.2.6 Efecto de capsaicina en presencia de la mezcla de N-alquilamidas

Tomando en cuenta que todas las concentraciones evaluadas de la mezcla de N-
alquilamidas de H. longipes incrementan la estimulacion inducida eléctricamente en
los primeros 50 segundos, y luego esta actividad disminuia conforme avanzaba el
tiempo de evaluacién, analizamos si la mezcla seria capaz de bloquear el efecto
global de la capsaicina. Para comprobar esta hipotesis se administré capsaicina
(100 pM) después del tiempo de estimulacién con la mezcla de N-aquilamidas (150
segundos). La magnitud de las ABC de capsaicina y la mezcla de N-alquilamidas
con capsaicina no presentd diferencia estadisticamente significativa (Grafica 6).
Este resultado sugiere que el efecto de la fraccién de N-alquilamidas es por otra via
que no es por TRPV1. Estos resultados dieron pauta a proponer la existencia de
otros mecanismo de accion de la mezcla de N-alquilamidas provenientes de H.

longipes.
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Grafica 6. Comportamiento de capsaicina en presencia de la mezcla de N-alquilamidas
provenientes de H. longipes. C= control; A= mezcla de N-alquilamidas 22.1 ug/mL; Cp=
capsaicina 100 ug M. Se muestra la media £ EEM, se realizé6 una ANOVA de una via
seguida de una prueba post hoc Tukey. Se observa una diferencia significativa p<0.05,
n=3.
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7.2.7 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas en presencia de mentol

En una nueva serie de experimentos se analizé la posible participacion del mentol,
otro receptor TRP, en el efecto de la mezcla de N-alquilamidas. Para probar esta
respuesta, se administr6 mentol 64 mM. Como se observa en la Grafica 7, la
administracién de mentol no produjo cambios en la contraccion basal, y fue incapaz
de bloquear el aumento de actividad provocado por la mezcla de N-alquilamidas

de H. longipes.
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Grafica 7 Comportamiento de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes en presencia de
mentol. C= control; A= mezcla de N-alquilamidas 22.1 ug/mL; Me= mentol (64 mM). Se
muestra la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba post
hoc Tukey. Se observa una diferencia significativa, p>0,05 y n=3.
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7.2.8 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas en presencia de piperina

Posteriormente, se evalué la actividad de la piperina, otro agonista TRP. La piperina
no tiene un mecanismo unico de accion, actua sobre varios receptores, tanto TRP
como algunos canales iénicos diferentes, como los canales de potasio de doble
poro. En la Grafica 8 se muestra que la piperina no causa cambios a la actividad

basal, pero si reduce la respuesta de la mezcla de N-alquilamidas.
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Grafica 8. Comportamiento de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes en
presencia de piperina (200 mM). C= control; A= mezcla de N-alquilamidas; P= piperina.
Se muestra la media £ EEM, se realizé una ANOVA de una via seguida de una prueba
post hoc Tukey. Se observa una diferencia significativa, p<0.05 n23.
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7.2.9 Efecto de la mezcla de N-alquilamidas en presencia de bupivacaina

De acuerdo con las propiedades reportadas para el “chicuague”, como analgésico
y anestésico en procedimientos dentales, se decidié emplear a la bupivacaina, un
anestésico local cuyo mecanismo de accion involucra la activacion de canales de
potasio de doble poro. Al administrarla sobre el nervio vago se impide la transmision
del impulso inducido eléctricamente, pues el incremento de potasio intracelular
ocasiona la hiperpolarizacion de la membrana. En la Grafica 9 se
muestra el bloqueo de tres concentraciones de bupivacaina (0.58, 1.7 y 5.8 mM); el

efecto no resultd concentracion- dependiente.
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Grafica 9. Comportamiento de bupivacaina en diferentes concentraciones. C= control; B=
bupivacaina. Se muestra la media + EEM, se realiz6 una ANOVA de una via seguida de
una prueba post hoc Tukey. *Se observa una diferencia significativa respecto al control
p<0.05 n23.
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Los resultados de la evaluacion de la mezcla de N-alquilamidas provenientes de H.

longipes con bupivacaina se observan en la Grafica 10 (A-C)

A
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(3]
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< *
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o-
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x x
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mezcla de N-alquilamidas

Tratamientos
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mezcla de N-alquilamidas
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Bupivacaina 0.58 mM
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mezcla de N-alquilamidas
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Grafica 10. Comportamiento de la mezcla de N-alquilamidas en presencia de bupivacaina A)
C= control y B=bupivacaina 5.8 mM; B) C=control y B= bupivacaina 1.7mM; C) C=control y
B=bupivacaina 0.58mM. Se muestra la media + EEM, se realizé una ANOVA de una via
seguida de una prueba post hoc Tukey. *Se observa una diferencia significativa respecto al
control y ** se observa una diferencia significativa respecto a la mezcla de N-alquilamidas

22,1 yg/mLy 221 yg/mL, p< 0.05, n=3.

54



Cabe destacar que todas las concentraciones de bupivacaina empleadas, inclusive
las mas bajas, no permiten observar el efecto de la mezcla de N-alquilamidas
proveniente de H. longipes, proponiéndose como mecanismo de accion la

participacion de los canales de potasio de doble poro.
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8. Discusion de resultados

La obtencion de las N-alquilamidas depende tanto del género de la planta como de
la forma y lugar de crecimiento o cultivo, pero también del uso de plantas secas o
frescas y su método de extraccién. Las diferentes preparaciones implican
alteraciones en el efecto y la toxicidad debido a un cambio en la estructura de las
N-alquilamidas (Boonen et al., 2010). Por lo anterior, es importante contar con la

elucidacién correcta de la molécula a emplear.

La afinina es uno de los componentes mayoritarios del extracto obtenido de H.
longipes. Se han reportado las caracteristicas quimicas del compuesto obtenido por
sintesis estereoselectiva con un rendimiento del 61%. Es una sustancia amarilla
palido con un punto de fusion de 23 °C, un punto de ebullicion de 165 °C y un
maximo de absorcion en el UV 228.5 nm. En el espectro de masas presenta ion
molecular [M+H]* con una relacién masa carga (m/z) de 222, el fragmento [MH-
C4H11N]* con m/z= 149 (correspondiente a la pérdida del grupo isobutilamida) y el
fragmento con m/z= 99 que muestra la presencia del grupo isobutilamida. El pico
base correspondiente a afinina se observa en una relacion masa carga de 81 y
también se observa en el espectro del homospilantol, debido a la ruptura de la
cadena alifatica, que confirma que el metilo adicional no es en la terminacién de la
cadena alifatica. El fragmento m/z 206 correspondiente a la pérdida del etilo de la
cadena metilbutilo indica la posicion del metilo adicional en este compuesto. Esto

concuerda con lo reportado por Barbosa y colaboradores (Barbosa et al., 2016).

En estudios previos (Barbosa et al., 2016), se han reportado los métodos de
purificacion de la afinina a partir del extracto obtenido de H. longipes. En el presente
trabajo se aplicaron las purificaciones sefialadas en la literatura, sin embargo, se
observdé que el compuesto se presenta como una mezcla de N-alquilamidas
(Imagen 6 e Imagen 10). En el analisis por HPLC/EM se detectan al menos tres N-
alquilamidas importantes con estructuras similares siendo el compuesto mayoritario

la afinina. En nuestro caso corresponde al 67 % y el homospilantol corresponde al
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18 %. Este ultimo difiere de la afinina por un sustituyente metilo en el grupo isobutilo
de la amina. Es por eso que la purificaciéon resulta ser altamente complicada. Esto
concuerda con lo reportado en la literatura, donde se describe que, mediante un
analisis cromatografico realizado con un equipo UPLC a partir del extracto de
Acmella oleracea, se presentan al menos tres picos de diferentes componentes de

N-alquilamidas (Nomura et al., 2013).

Al realizar los estudios de RMN-'H y RMN-'3C de la fraccién rica en N-alquilamidas
(Imagen 15 e Imagen 16) no se observan diferencias respecto a lo reportado en la
literatura para la afinina (Barbosa et al., 2016), salvo por los desplazamientos
observados en el espectro de RMN-'H, sin embargo, como es minimo, muchos
autores han reportado que se trata del compuesto mayoritario afinina y atribuyen las
propiedades de la mezcla unicamente a este componente perteneciente a la familia
de las N-alquilamidas. También se ha reportado que es el extracto de H. longipes el
que se almacena para su posterior uso y no el compuesto puro, ya que el extracto
es estable durante varios meses segun lo reportado por Bae y colaboradores (Bae,
2010). Lo cual podria interpretarse como un efecto benéfico de las demas

sustancias para la estabilidad de la afinina.

Las N-alquilamidas obtenidas de las raices de H. longipes, utilizadas en la medicina
tradicional mexicana, deben su efecto analgésico a sus grupos farmacoféricos: la
cadena alifatica insaturada y el grupo amida (Ley et al., 2006; Rios and Olivo, 2014).
Debido a su liposolubilidad atraviesa las membranas bioldgicas, por lo que puede
absorberse a través de la piel y el intestino, también por las membranas mucosas y
la barrera hematoencefalica, es por ello que presenta diferentes propiedades como:
antinociceptiva, antioxidante, antiinflamatoria, antimutagénica, antifungica,
bacteriostatica, insecticida, anti-malarico, antiarrugas (Barbosa et al., 2016),
anestésica local, entre otras, como el aumento en la salivacion tras la ingesta de las
raices de H. longipes, o el efecto afrodiciaco de esta N-alquilamida aislada de

Acmella oleraceae (da Rocha et al., 2018).
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Es posible que el efecto estimulante de la salivacion podria ser benéfico en
diferentes patologias, como en la ERGE, ya que, uno de los estimulos nocivos en
este padecimiento es la presencia de acido estomacal en el eséfago lo que puede
llegar a dafnar la estructura anatomica de este tejido. En estudios recientes se ha
encontrado relacion entre la secrecion de saliva y el tratamiento de ERGE
considerandose lo siguiente: la fase final del aclaramiento del acido esofagico
depende de la salivacidon. Asi como el vaciamiento esofagico, cuando el proceso de
la salivacion se encuentra deteriorado prolonga la depuracion del acido, y la
capacidad neutralizante de la saliva disminuye. Cuando las personas duermen
ocurre una disminucién de la salivacion, con ello se explicaria los episodios de
reflujo gastrico mas comunmente experimentados por la noche (Palmiero and
Mosca, 2006).

El modelo in vitro seleccionado en el presente trabajo, se enfoca principalmente en
la participacion del nervio vago sobre la contractilidad esofagica inducida
eléctricamente. También evalla la sensibilidad a diferentes sustancias, asi como la
concentracion efectiva en la que se producen cambios en la motilidad esofagica.
Tras administrar la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes sobre el nervio vago y
pese a lo reportado, como anestésico local, se observé que con la concentraciéon de
0.22 pyg/mL de la mezcla de N-alquilamidas se incrementan las contracciones
inducidas eléctricamente sobre el nervio vago. Esto concuerda con los estudios
electrofisiologicos donde se describe una superexcitacidon inmediata a la
administracién de extractos ricos en afinina seguida de una inhibicién completa de
la actividad en el nervio de cucaracha (Manuscript and Pet, 2007). Al administrar un
extracto de H. longipes primero se observa un incremento en las estimulaciones
inducidas eléctricamente y posteriormente una disminucion, lo que haria referencia
al proceso de salivacion y pungencia, asi como un posterior efecto analgésico de la
sustancia. Revisando en la literatura se encontr6 que tras la administracion de una
dosis de 25 mg/kg en ratones, estos presentaban un incremento en la respiracion y
en la frecuencia cardiaca, seguida de una depresion y tremores que disminuian su

actividad motora (Ogura et al., 1982).
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En cuanto a la actividad antinociceptiva se ha reportado que la administracion
intraperitoneal de afinina produce un efecto dosis dependiente en el modelo de
writhing y que es debido a la activacion de los receptores de opioides, GABA y
serotonina (Déciga-Campos et al., 2010). Lo autores reportan que el compuesto
afinina, proveniente de un extracto de H. longipes, incrementa la liberacion del
neurotransmisor GABA y con ello desencadena una respuesta antinociceptiva. Sin
embargo, en los experimentos realizados para el presente trabajo al pretratar el
nervio vago con GABA se observa una disminucion del efecto producido por un
extracto de H. longipes pero no se ve potenciado el efecto inhibitorio que GABA
ejerce por su cuenta. Con lo que se podria proponer que el mecanismo de accion
de la mezcla de N-alquilamidas no involucra la participacion de GABA ni la
activacion de los receptores GABAa 0 GABAB, por lo que se continuaron los estudios

sobre un posible mecanismo de accion.

Referente al efecto analgésico de afinina se utilizé capsaicina, piperina y mentol.
Los dos primeros pertenecen a la familia de las N-alquilamidas y el ultimo es un
monoterpeno, no obstante, estas moléculas tienen en comun que actuan sobre
diferentes subtipos de receptores TRP (Premkumar, 2014). EI mentol es un
compuesto de origen natural sintetizado en diferentes especies de plantas como:
Mentha piperita y Mentha arvensis. El aceite de menta contienen del 50 y 70% de (-
)-mentol. Esta molécula contiene 3 carbonos asimétricos, pero entre los isbmeros
opticos (-)- mentol es mas comun en la naturaleza y es el que presenta el efecto
farmacolégico. En Farmacia es empleado como antipruritico, antiséptico y en
preparados frios, pero también es incluido en formulaciones de anestésicos locales.
Al aplicarse topicamente causa sensacion de estremecimiento y de frio debido a la
estimulacion de receptores sensibles a la temperatura que inhiben las corrientes de
Ca?* en las membranas neuronales (Galeotti et al., 2002). Estos receptores
pertenecen a la familia de los TRP y en especial al subtipo TRPM8 (Premkumar,
2014).
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El efecto antinociceptivo del (-)-mentol se ha evaluado en diferentes modelos in vivo,
incluyendo la prueba de placa caliente (hot plate) y el modelo de contraccién
abdominal (inducido por acido acético) (Galeotti et al., 2002), es por ello que se
decidié emplear al mentol para conocer si el efecto de la mezcla de N-alquilamidas
estaba dado por la participacion de los canales TRPM8. Sin embargo, al administrar
el mentol en una concentracion de (64 mM) no disminuye la sobre estimulacion que
produce la mezcla de N-alquilamidas. Con lo cual se descarté un posible mecanismo
de accion sobre TRPMS.

Debido a que la familia TRP es muy extensa, en cuanto a la division en siete
subfamilias y a su expresion a lo largo del organismo de mamiferos, se decidio
evaluar la participacion de los receptores TRPV1. Los receptores TRPV1 presentan
una estructura tetramérica, donde cada subunidad posee seis dominios
transmembranales, varios dominios repetidos de ankirina, con una secuencia de
aminoacidos conservada y un grupo N-terminal en el poro del canal y una cadena
carboxilica intracelular. La estructura del receptor TRPV1 en presencia de
capsaicina adopta una orientacion cola arriba, cabeza abajo, esto quiere decir que
el sitio de union de capsaicina es intracelular y ademas abre el canal para que
puedan pasar los iones. La piperina también activa este receptor y se ha reportado
que los TRPV1 estan relacionado con la pungencia de las moléculas (Diaz-Franulic
et al., 2016).

La capsaicina es un ingrediente pungente que se encuentra en una amplia variedad
de especies del género Capsicum. La accion de la capsaicina ocurre en dos fases
una de excitacion aguda que inicia la liberacién de transmisores seguida de otra de
desensibilizacién (Boudaka et al., 2007). En los estudios realizados con capsaicina
se observa el efecto desensibilizante sobre el nervio vago y debido a esta respuesta
la mezcla de N-alquilamidas no presenta su efecto estimulante sobre las
contracciones inducidas eléctricamente. Esto puede deberse a dos situaciones: que
la desensibilizacion es de alta magnitud y por lo tanto no se puede reestablecer con

esas concentraciones de la mezcla de N-alquilamidas, y la segunda porque en el
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efecto de la mezcla estaria involucrando la participacion de receptores TRPV1. Se
evaluaron concentraciones mayores de la mezcla de N-alquilamidas mayores de
221 pyg/mL que no se presentaron y el efecto producido por la capsaicina es
superable. Sin embargo, no se descarta la participacion de estos receptores en el

mecanismo de accion de la mezcla de N-alquilamidas.

Cl
HO

HO N N

Imagen 20. Estructura quimica del antagonista TRPV1 capsazepina.

Capsazepina (Imagen 20), es una molécula obtenida por modificacion quimica de
capsaicina, es un antagonista competitivo por el sitio de union a capsaicina, sobre
los receptores TRPV1, su estructura ademas del grupo tioamida presenta un cloro
en la molécula que le confiere la propiedad antagonista sobre el receptor. La
capsaicina se une al sitio vainilloide y genera una configuracién cabeza arriba, cola
abajo con el cloro de la molécula posicionado extracelularmente (Diaz-Franulic et
al., 2016). Al administrar capsazepina al nervio vago no se observa que modifiquen
las contracciones inducidas eléctricamente, pero si se observa una ligera
disminucion del efecto de la mezcla de N-alquilamidas sin llegar a inhibirlo
completamente. Lo cual nos indica que el mecanismo de la mezcla de N-
alquilamidas podria involucrar la activacién de los receptores TRPV1 debido a la

pungencia que presenta, sin embargo, no es el unico mecanismo de accién posible.

En diferentes articulos se ha demostrado que la administracion tanto de capsaicina,
como de piperina inhiben las contracciones del musculo estriado esofagico

mediadas por el nervio vago, y que probablemente se debe a la activacion de
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neuronas nitrérgicas que pueden liberar NO en las placas neuronales terminales.
Ya que se han realizado experimentos evaluando el efecto antinociceptivo de estas
moléculas y disminuye cuando son pretratados con el compuesto 1H-[1,2,4]-
oxadiazolo-[1,2-a]-quinoxalin-1-ona (ODQ) y glibenclamida. Por ello se ha
propuesto que el mecanismo de accién involucra la participacion del NO asi como

de los canales de K* dependientes de ATP (Déciga-Campos et al., 2010).

Continuando con la evaluacion de los receptores TRP se empled piperina. Este
alcaloide proviene de la planta Piper nigrum. La piperina también presenta una
sensacion pungente como la capsaicina pero no posee un residuo vainilloide, este
esta remplazado en piperina por un grupo metilendioxi. Debido a ello presentan
similitudes y diferencias en cuanto a sus efectos. En la Grafica 8, se observa que,
a pesar de que piperina no muestra un efecto marcado como la capsaicina al
administrar la mezcla de N-alquilamidas, en los nervios pretratados con piperina,
existe una anulacion de los efectos sobreestimulantes de la mezcla de N-
alquilamidas e incluso en la concentracion de 221 ug/mL se observa una
disminucién de las contracciones inducidas eléctricamente, sin la inicial excitacion
del nervio. Esto podria estar acorde con lo reportado por Boudaka y colaboradores
(Boudaka et al., 2007), quienes mediante la técnica de patch-clamp, realizada sobre
oocitos de Xenopus laevis, reportan que la piperina, ademas de actuar sobre
receptores TRPV1, puede actuar sobre los canales de potasio de doble poro
(KCNK) en concentraciones equimolares. Algunos estudios se han realizado para
corroborar estos resultados, los cuales sefalan que al emplear bloqueadores de
canales de K* clasicos como TEA (1 mM) y 4-AP (1 mM), el efecto inhibitorio de la
piperina no se modificd, lo mismo ocurrié tras la preincubacion con XE-991 y
linopiridina que son bloqueadores selectivos para los canales de K* dependientes
de voltaje (KCNQ), el cual disminuy® la corriente de K* de fondo y a pesar de ello la
respuesta de piperina se observd. Es por ello que los autores concluyen que
ademas de que la piperina puede activar canales KCNK no se puede descartar la
participacion de los receptores TRP de su mecanismo de accion, especialmente los
TRPV1 (Beltran et al., 2017; Flockerzi, 2007). También se ha descrito que las N-
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alquilamidas obtenidas de Zanthoxylum, que también presentan propiedades
pungentes y con sensacion de hormigueo como el hidroxi-a-sanshool, activan
canales TRPV1y TRPA1 y excitan neuronas sensoriales al inhibir canales de KCNK
(Manuscript and Pet, 2007)

Diversos estudios sobre las N-alquilamidas muestran que estos compuestos
presentan efectos anestésicos y recordando que la piperina posee propiedades
anestésicas, ademas de ayudar en el mantenimiento de la anestesia inducida por
lidocaina (Lopez et al., 2016), se decidid evaluar al anestésico local bupivacaina, el
cual se ha reportado que actua sobre canales KCNK. Al pretratar el nervio vago con
bupivacaina se disminuy6é las contracciones inducidas eléctricamente. Los
anestésicos locales son bloqueadores reversibles de la generacion y propagacion
de los mecanismo de accion y previenen la permeabilidad de la membrana a
diferentes iones como Na* y K*. Debido a sus propiedades anestésicas de las N-
alquilamidas de H. longipes y a su similaridad estructural con las N-alquilamidas de
Zanthoxylum, se puede proponer que uno de los mecanismos de accion para la
mezcla de N-alquilamidas podria involucrar la participacion de los canales de
potasio de doble poro. Lo cual concuerda con los resultados obtenidos de la
actividad de la mezcla de N-alquilamidas provenientes de H. longipes al pretratar el

nervio vago con bupivacaina y con piperina.

Los canales de K* de doble poro (KCNK, Kzpr) juegan un papel importante en el
potencial de membrana en reposo y es de interés que algunos compuestos quimicos
que inhiben estos canales causan estremecimiento y excitacion neuronal. En
estudios previos se ha observado que la piperina en presencia de agonistas TRP
logra activar las neuronas trigeminales del raton, indicando que es capaz de inducir
una despolarizacion neuronal que no requiere de los iones extracelulares de Na*y
Ca?*. Esto concordaria con lo encontrado en este trabajo para la mezcla de N-
alquilamidas de H. longipes y la propuesta de la probable participacién de los KCNK

en su mecanismo de accion (Beltran et al., 2017).
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9. Conclusion

El efecto de la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes sobre las contracciones
inducidas eléctricamente en el nervio vago de eséfago de rata se ven modificadas
por la actividad de un agonista y antagonista TRPV1, por la piperina y bupivacaina,
lo cual muestra que la mezcla de N-alquilamidas de H. longipes podria estar

actuando sobre canales KCNK ademas de los canales TRPV1.
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