2\ SIBIUP

Iblloteca Int. Simén Bolivar

WA
06270503

UNIVERSIDAD DE PANAMA
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y POSTGRADO
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
CON ENFASIS EN FARMACOLOGIA

EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES ANALGESICA Y
ANTIINFLAMATORIA DE PLANTAS PANAMENAS CON ACTIVIDAD
ANTIPROLIFERATIVA

POR
LORENAH CRUZM

PANAMA, REPUBLICA DE PANAMA

2015



UNIVERSIDAD DE PANAMA
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y POSTGRADO
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS
CON ENFASIS EN FARMACOLOGIA

EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES ANALGESICA Y
ANTIINFLAMATORIA DE PLANTAS PANAMENAS CON ACTIVIDAD
ANTIPROLIFERATIVA

PRESENTADO POR
LORENAH CRUZM

En Cumplimiento de los Requisitos Exigidos para Optar por el grado de Magister en Ciencias
Biomédicas con énfasis en Farmacologia

PROFESORES ASESORES

MAGISTER JUAN A MORAN P
DOCTORA ESTELA GUERRERO DE LEON

PANAMA, REPUBLICA DE PANAMA

2015



UNIVERSIDAD DE PANAMA
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y
POSTGRADO
FACULTAD DE MEDICINA

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

Siendo las 2:00 p.m. del dia jueves 18 de junio del afio 2015, en el Salén de
profesores de la Facultad de Medicina de la Universidad de Panama, se dio
inicio a la sustentacién de la Tesis para otorgar por el Titulo de Maestria en
Ciencias Biomédicas con énfasis en Farmacologia defendida por la
estudiante Lorena Haydee Cruz Mercado, con cédula de identidad 8-768-80 y
cuyo titulo es: “EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES ANALGESICA Y
ANTIINFLAMATORIA DE PLANTAS PANAMENAS CON ACTIVIDAD
ANTIPROLIFERATIVA”.

Calificacion Firma

Dra. Estela Guerrero

Dr. Mahabir Gupta

Magistra. Leandra Gomez

Promedio y calificacion final:

Dra. Delia de Garrido
Representante de la Vicerrectoria de Investigaciéon y Postgrado

Dra. Zilka Terrientes
Directora de Investigacion y Postgrado
Facultad de Medicina




DEDICATORIA

Por Dios nacemos y para el vivimos, le
dedico este trabajo por la oportunidad y
ayuda para culminar y subir otro escalén
en mi vida

Lorena Cruz

AGRADECIMIENTO

Agradezco en pnmera instancia a mi
quendo esposo Miguel, por insishrme en
que entrara en el programa de Maestria
en Ciencias Biomédicas con Enfasis en
Farmacologia y apoyarme durante los
ensayos

A mi madre y hermana, y a todas
aquellas personas que creyeron en mi y
me motvaron a culminar, porque sin duda
sus palabras han sido muy valiosas

A los Profesores Asesores, Juan
Antonio Moran y Estela Guerrero, porque
en muchas ocasiones estuvieron con
nosotros en dias fenados, fines de
semana y desde las cinco y media de la
manfana hora de inicio de los ensayos

Gracias al apoyo financiero de Ila
Secretaria Nacional de Ciencias,
Tecnologla e Innovacion y nuestro
respeto al Dr Mahabir Gupta, por sus
aportes al trabajo escnito



INDICE GENERAL

PORTADA
HOJA DE APROBACION
DEDICATORIA Y AGRADECIMIENTO
INDICE GENERAL
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
ABREVIATURAS
RESUMEN
SUMMARY
INTRODUCCION
MARCO DE REFERENCIA
| Proceso de desarrolio de un nuevo farmaco
A Validacién de la diana y mecanismo de accién de los
compuestos candidatos a farmacos
B Tamizado farmacolégico y seleccion de alto rendimiento
C Seleccién del candidato para desarrollo de un nuevo
Farmaco o FitofArmaco
Il Lainvestigacidn de sustancias analgésicas y antunflamatonas
A Relevancia de la investgaciéon de sustancias analgésicas
Definicién de nocicepcién y dolor
El dolor a lo largo de ia historia
Prevalencia del dolor
Ensayos para evaluar |a nocicepcién en modelos
animales
4 1 Estimulos nociceptivos térmicos
411 Plato caliente
4 12 Retirada de la cola
413 Presion en la pata (Método de
Randall-Selitto)
4 2 Estimulos nociceptivos quimicos
B Relevancia de la investigaciéon de sustancias
Antinflamatonas
1 Definicion de inflamacién
2 Aportes histoncos en relacion a la enfermedad
Inflamatona
3 Prevalencia de la enfermedad inflamatona
4 Modelos de inflamacion in vivo
4 1 Edema plantar por carragenina en ratas
42 Edema plantar por mediadores
inflamatonos en ratas
43 Permeabilidad vascular por acido acético
4 4 Modelo de granuloma inducido por
Carragenina

HwWN =

45 Granuloma inducido por pellets de algodén

en ratas

v

11
11
13
13
14
19

21
23
23
24

25
25

27
27

28
30
31
31

32
32

33
33



Paginas

Il Enfoque en la investigacién de plantas medicinales a3
1 Relevancia de los productos naturales en la
histona del desarrollo de farmacos 34
2 Potencial de las plantas en el desarrolio de
farmacos analgésicos y antunflamatonos 36
3 Panorama futuro de los productos naturales 47
OBJETIVOS 48
METODOLOGIA 50
I Obtencion de los extractos 51
A Recoleccion e identificacion del matenal vegetal 51
B Procesamiento del matenal vegetal y extraccion 52
Il Matenales y métodos 52
A Animales 52
B Equipos 53
C Reactivos 54
D Procedmientos generales 54
E Procedimientos expenmentales 55
1 Actividad analgésica 55
1 1Modelo de contorsiones abdominales
inducido por acido acético 55
1 2Modelo de dolor inducido por formalina 57
1 3Modelo de plato cahente 58
2 Actividad antinflamatona 60
2 1 Modelo de edema plantar inducido
por A-carragenina 60
211 Modelo preventivo 60
212 Modelo curativo 62
22 Modelo de edema plantar inducido por
serotonina o histamina 63
F Analisis y expresion estadistica de los resultados 63
RESULTADOS 64
| Evaluacién de la actividad analgesica 65
A Modelo de contorsiones abdominales inducidas por
acido aceético 65
B Modelo de dolor inducido por formalina 68
C Modelo de plato caliente 71
Il Evaluacién de la actividad antinflamatona 74
A Modelo preventivo de edema plantar inducido por
A-carragenina 74
B Modelo curativo de edema plantar inductdo por
A-carragenina 83
C Modelo de edema plantar inducido por histamina 85
D Modelo de edema plantar inducido por serotonina 86
DISCUSION 88
CONCLUSIONES 107
BIBLIOGRAFIA 110

ANEXOS 120



Cuadro |

Cuadro Il
Cuadro Il
Cuadro IV

Cuadro V

Cuadro VI

Cuadro VII

Cuadro VIl

Cuadro IX

Cuadro X

Cuadro Xl

INDICE DE CUADROS

Antecedentes histénicos que dan ongen al
conocimiento actual sobre el dolor

Pruebas para valorar la nocicepcién en roedores
Datos de recoleccion de las plantas a ensayar
Porcentaje de actwidad analgésica presentada por
los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t y
AAS, en el modelo de contorsiones abdominales
inducidas por acido acético en ratones

Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t,
Ext Ms-t, AAS y tramadol sobre el estimulo
nociceptivo inducido por Formalina en ratones

Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t,
Ext Ms-t y tramadol sobre el dolor inducido por
plato caliente en ratones

Efecto preventivo de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext
Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t e indometacina sobre el
edema plantar inducido por A-carragenina en ratas,
expresado como el volumen de desplazamiento
(mL) y el % de actividad antinflamatona

Efecto curativo de los Ext Ap-t, Ext Dp-t, Ext Ms-te
indometacina sobre el edema plantar inducido por
A-carragenina en ratas

Efecto del Ext Dp-t, loratadina e indometacina
sobre el edema plantar inducido por histamina en
ratas

Efecto del Ext Dp-t, ciproheptadina e indometacina
sobre el Edema plantar inducido por serotonina en
ratas

Rewvisién de las caracteristicas fitoquimicas de los
Extractos o géneros de los extractos ensayados

vl

Pagina
17

22
o1

66

70

73

77

85

87

106



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

INDICE DE FIGURAS

Flujograma que representa el valor que poseen los
estudios preclinicos en el descubnmiento de nuevos
farmacos

Modelos para la evaluacién de la nocicepcidn en
animales de expenmentacion mediada por estimulos
térmicos

Administracién de sustancias imtantes

Los cuatro pnncipales componentes de las vias
respiratorias

Salx sauce y estructuras quimicas del acido
acetisalicllico

Papaver somniferum y estructuras quimicas de morfina
y codeina

Activacion de los receptores nicotinicos

Estructura de agonistas del receptor VR1 y sus fuentes
de obtencién

Estructuras quimicas del a-humuleno y el {frans-
canofileno

Animales de expenmentacion

Procedimientos generales

Modelo de contorsiones abdominales

Modelo de dolor inducido por fermalina

Modelo de plato caliente

Modelo de edema plantar inducido por A-carragenina al
1%

Numero de contorsiones totales inducidas por acido
acético en ratones tras la administracién de dosts oral
aguda de Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ms-t,
AAS y CMC

Numero de contorsiones inducidas por acido acético en
ratones, observadas en los penodos de 10, 20 y 30 min
tras la administracion de dosis oral aguda de los
diferentes tratamientos

Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext
Ms-t, AAS y tramadol sobre ia nocicepctén inducida por
formalina en ratones

Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t
Ext Ms-t y tramadol sobre la nocicepcién inducida
por el plato caliente en ratones

Efecto preventivo del Ext Ap-t e indometacina sobre
el edema plantar inducido por A-caragenina en
ratas

Efecto preventivo del Ext Db-h e indometacina sobre
el edema plantar inducido por A-carragenina en

vil

Pagina

24
26

28
38

39
42

45

47
53
55

58
59

61

67

68

71

74

78



Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28
Figura 29

Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34
Figura 35

ratas
Efecto preventivo del Ext Dp-t e Indometacina sobre el
edema plantar inducido por A-carragenina en
ratas

Efecto preventivo del Ext Ff-t e indometacina sobre el
edema plantar nducido por A-carragenina en
ratas

Efecto preventivo del Ext Ms-t e indometacina sobre el
edema plantar inducido por A-carragenina en
ratas

Efecto curativo de los Ext Ap-t, Ext Dp-t, Ext Ms-t e
indometacina sobre el edema plantar inducido por
A-carragenina en ratas

Efecto de los Ext Dp-t, loratadina e indometacina sobre
el edema plantar inducido por histamina en
ratas

Efecto del Ext Dp-t, ciproheptadina e indometacina
sobre el edema plantar inducido por serotonina en
ratas

Estructura quimica del alcaloide Lupanina

Estructura quimica del tnterpeno Lupeol, aislado de
Diplotropis ferruginea

Estructura quimica del tnterpeno Fnedelna

Foto de Acosmum panamense (Benth )

Foto de Dalbergia brownei (Jacq ) Urb

Foto de Diplotropis purpurea (Rich ) Amshoff

Foto de Fissicalix fendlen Benth

Foto de Machaenum sp

Vil

79

80

81

82

87
93

97
102
120
122
124
125
127



A%-THC
AINE

AR

ASS
CIFLORPAN

CDR
CMC
10(0) 4
Ext Ap-t
Ext Db-h
Ext Dp-t
Ext Ff-t
Ext Ms-t
EMP
HS-CRP

HTS

FAAH
IASP

INOS
IL-18
ILAR
OMS

ABREVIATURAS

A%-tetrahidrocannabinol
Antinflamatorios no esteroides
Arintis Reumatoide

Acido acetiisalicilico

Centro de Investigaciones Farmacognésticas de la
Flora Panamefia

Curvas Dosis-Respuesta
Carboximetilcelulosa

Ciclooxigenasa

Extracto metanélico de Acosmium panamense
Extracto metanélico de Dalbergia browne!
Extracto metanélico de Diplotropis purpurea
Extracto metandlico de Fissicalyx fendlen
Extracto metanélico de Machaenum sp

Efecto maximo posible

Proteina C-reactiva de alta sensibiidad

“High-throughput Screening”
Método de Seleccion de aito rendimiento

Acidos grasos

“International Association for the Study Pain®
Asociacién internacional para el Estudio del Dolor

Oxido nitnco sintasa inducible
Interleucina-1 beta
Institute of Laboratory Animal Resources

Organizacié6n Mundial de la Salud

1X



PGE-2
SED
TNFa
XS

VR

Prostaglandina E-2

Sociedad Espartola del Dolor
Factor de necrosis tumoral alfa
Tromboxano sintasa

Receptores vanilloides



RESUMEN

EVALUACIONDE LAS ACTIVIDADES ANALGESICA Y ANTHNFLAMATORIA
DE PLANTAS PANAMENAS CON ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

Nombre LorenaH CruzM N° de Paginas 127
Profesores Asesores Juan A Moran y Estela Guerrero

Palabras claves Acosmium, Dalbergia, Diplotropis, Fissicalyx, Machaenum,
antunflamatona, analgésica, edema, nocicepcion

En el presente trabajo se reporta la evaluaciéon de las actividades anaigésica
y antunflamatona de las plantas de Acosmium panamense (Benth) Yakoviev,
Dalbergia browner (Jacq) Urb, Diplotropis purpurea (Rich) Amshoff,
Fissicalyx fendlen Benth y Machaenum sp, usando los modelos de
nocicepcién quimica de contorsiones abdominales inducidas por acido
acético y nocicepcion inducida por formalina, y de nocicepcion térmica en
plato caliente De igual forma, la actividad antunflamatona de las plantas fue
evaluada en los modelos preventivo y curativo de edema plantar inducido por
A-carragenina, y el edema plantar inducido por histamina y serotonina Estos
extractos metandlicos (500 mg/Kg) fueron administrados oralmente, 30 y 60
minutos antes que los agentes algesicos y antunflamatonos, segun los
respectivos protocolos, con la excepcién del edema plantar con A-carragenina
en su vanante curativa, en donde el agente antinflamatono fue administrado
después Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actvidad
analgésica demostraron, Inhibicion de las contorsiones abdominales
inducidas por acido acético con Fissicalyx fendlen (4515 %), Acosmum
panamense (39 69 %) y Machaenum sp (18 19 %) con respecto al grupo
control En la prueba de algesia inducida por formalina en la pnmera fase (0-5
min) las plantas no mostraron un efecto inhibitono Elgnlﬁcztlvo a diferencia de
la segunda fase (15-30 min) en donde todas demostraron una inhibicién de
la algesia significativa, donde el mayor porcentaje de inhtbicidon se reportd con
Machaenum sp (9138 %) En el modelo de nocicepcion témmica (plato
caliente) resultados concluyentes fueron reportados solamente para
Fissicalyx fendlen Las plantas que generaron una actvidad antuinflamatona
significativa en el modelo preventivo Acosmium panamense, Diplotropis
purpurea y Machaenum sp se emplearon en la vanante curativa de edema
plantar inducido por A-carragerina Para la planta de Diplotropis purpurea,
unico extracto ensayado en los modelos de edema plantar inducido por
histamina y serotonina sus propiedades antinflamatonas evidenciadas
durante nuestra investigaciobn, no mostraron sean determinadas por su
capacidad para modular las acciones de histamina o serotonmna



SUMMARY

Antunflammatory and analgesic actvities of the methanolic extracts of
panamanian plants with activity antiprolhferative

Name LorenaH Cruz M Pages 127
Director Juan A Moran P y Estela Guerrero

Keywords Acosmum, Dalbergia, Diplotropis, Fissicalyx, Machaenum,
antunflamatona, analgésica, oedema, nociception

In the present study we have evaluated the antinflammatory and analgesic
activity of Acosmium panamense (Benth) Yakovlev, Dalbergia brownei (Jacq )
Urb, Diplotropis purpurea (Rich ) Amshoff, Fissicalyx fendlen Benth and
Machaenum sp, by two expenmental models involving a chemical stmulus
(acetic acid-induced abdominal wnthing and formalin-induced nociception
tests) and a model of thermal sbhmulus (hot plate test) The antunflammatory
activity was evaluated by carrageenan, histamine and serotonin-induced paw
oedema tests This methanol extract (500 mg/Kg) was given orally, 30 y 60
min prior to algesic and antuinflammatory agents, according to approval
protocols with the excepton carrageenan-induce paw oedema (curative
vanant), wherein the antinflammatory agent was administered later The
results of evaluation analgesic actvity, showed inhibibon of wnthing induced
by acetic acid with Fissicalyx fendlen (4515 %), Acosmium panamense
(39 69 %) and Machaenum sp (18 19 %) compared to the control group In
testing algesia induced by formalin in the first phase (0-5 min) plants showed
no significant inhibitory effect unlike the second phase (15-30 min) where all
demonstrated a significant inhibiton of algesia, where the highest percentage
of inhibition 1s reported with Machaenum sp (91 38 %) In the model of thermal
nociception (hot plate) conclusive results were reported only for Fissicalyx
fendlen The plants that generated a significant anti-inflammatory actvity in
the preventive model Acosmium panamense, Diplotropis purpurea y
Machasnum sp were used In carrageenan-induce paw oedema (curative
vanant) Dunng our research, Diplotropis purpurea, unique extract tested in
models of histamine and serotonine induced paw oedema showed not be
determined by their ability to modulate the actions of histamine o serotonin
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Las plantas han sido utiizadas tradicionalmente por diferentes culturas y
civiizaciones en preparaciones empincas utiizando el extracto crudo en forma
de emplastos, tinturas, té o polvos con fines medicinales (Poll, 2007) Segun la
OMS, el 80% de la poblacibn mundial en algin momento ha recumdo a la
medicina tradicional incluyendo el uso de las plantas medicinales Tan sélo en
los Estados Unidos se ha observado que el 25% de las prescripciones contienen
extractos de plantas o principios activos obtenidos de ellos y alrededor de 119
sustancias quimicas derivan de 90 especies de plantas, en donde el 74% han
sido el resultado de estudios quimicos o del aislamiento de los pnincipios activos
de plantas usadas en la medicina tradicional (Laza, 2003) El aislamiento de
compuestos activos como morfina (Gémez, 2006), codeina y aspinna, a partir de
plantas medicinales despertaron el interés de la estandanzacibn y el

perfeccionamiento de nuevas técnicas expenmentales

Algunos de los métodos de seleccion de plantas para realizar investigaciones
se onentan por los usos nativos de las plantas y el valor medicinal que a éstas
se les adscriben (estudios etnobotanicos) o por bioprospeccién, herramienta
utthzada para la seleccion de las plantas objeto de estudio Nuestro interés
cientifico tiene por objetivo general, el empleo de modelos expenmentales
valdados para determinar el perfil de actividad analgesia y antunflamatona de los
diversos extractos metandlicos de plantas medicinales panameiias
pertenecientes a la familia de las Fabaceae reconocidas por sus propiedades

antiproliferativas (Wang, 2011) antimalancas (Ajaiyeoba, 2013), Hepatoprotectiva



(Yahya, 2013), antimicrobianas (Pereira, 2006) y antioxidantes (Mokgotho,
2013) Consientes que mundialmente existen miles de personas que sufren por
dolor o inflamacién créonica, stendo en muchos casos dificles de tratar y
conviriendose en un campo de investigacidn de interés para el desarrollo de

nuevos medicamentos

En las siguientes secciones se describe como Marco de Referencia, el
proceso de desarrollo de un nuevo farmaco, la investigacion de sustancias
analgésicas y antunflamatonias y un enfoque en la investigacion de plantas
medicinales Seguido se detalla la Metodologia, incluyendo la obtencién de los
extractos, matenales y meétodos Se presenta un reporte completo de los
Resultados de la evaluacion de la actividad analgésica y antunflamatona de las
plantas y la Discusion de nuestros hallazgos Por ultimo, incluimos nuestras
Conclusiones y la Bibliografia citada Como Anexos, incluimos la descnpcion

taxonémica de las plantas estudiadas
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I. PROCESO DE DESARROLLO DE UN NUEVO FARMACO

Luego de anos de investigacidn en el proceso de descubnmiento de un
farmaco (identificacion del blanco y validaciéon del candidato a farmaco)
aun queda un largo camino por recorrer antes que el proceso de desarrollo
de un faArmaco finalice El desarrollo de un farmaco abarca aspectos
relacionados con la segundad, eficacia, formulacién y fabncacion
Normalmente, los estudios de segundad imician con los estudios pre-
clinicos antes que los estudios clinicos sean reahizados (Figura 1)
Diferentes empresas asignan nomenclatura vanada para cada etapa y
también difieren en los requisitos para la transicion de candidatos a
farmacos entre las diferentes etapas Sin embargo, el proceso puede ser
descnito de forma genénca y nos servira para desarrollar la utlidad que
poseen los modelos animales en la comprension de la fisiopatologia del
dolor, asi como su uso en el descubnmiento de farmacos analgésicos y

antunflamatornos (Kruger, 2010)



v
Validacién de Ia
diana perfil basica de dianas
¥ funcionales usando
v técnicas in vitro y Wg -
Identificacion de :
alto rendimiento y etisyos X yigas
Tamizado
¥ Técnicas avanzadas de @
Fallas en la fase " interacciones farmaco-
edluimplcaiany | | enucacion de diana empleando cultivos m
proceso celulares y proteinas
reiterativo v especificas = =
Optimizacion del
lider
Evaluacion in vivo.
¥ . Valoracién de eficacia y
Identificacién del perfil de seguridad.
candidato a nuevo Estudios PK.
farmaco sesansa
¥ Parfil de candidatos -
Estudios pre- usando imagenes in vivo
clinicos del nuevo {
farmaco .
L4 e A
Estudios clinicos : -7
de fase | Extrapolar resultados &) 4
v > desde ensayos in vive g B
hacia valoraciones
Estudios clinicos clinicas

de fase liy il

Figura 1. Flujograma que representa el valor que poseen los estudios
preclinicos en el descubrimiento de nuevos farmacos, incluyendo la
validacién inicial de la diana, identificacion del cabeza de serie (lider),
optimizacion del lider, hasta liegar a las fases clinicas de la investigacion.

A.VALIDACION DE LA DIANA Y MECANISMOS DE ACCION DE LOS

COMPUESTOS CANDIDATOS A FARMACOS

En este punto los trabajos de investigacién tienen como objetivo reconocer
los mecanismos por los cuales una molécula endégena, proceso o via de
sefializacién, esta vinculado al estado de la enfermedad (O'Connell y Roblin
2006). Mientras que la identificacién proporciona objetivos potenciales, la
validacion de la diana demuestra con alta certeza que son una parte integral
de un modelo de enfermedad. Para los propésitos de descubrimiento de

farmacos, también hay que determinar si la molécula, proceso o via pueden




ser mampulados con el fin de detener o revertrr la enfermedad o alviar los
sintomas Los blancos son mas comunmente proteinas, tales como
receptores acoplados a proteinas G, canales 16nicos, enzimas, 0
transportadores Hay vanas estrategias para la validacién de dianas Los
modelos in vivo, empleando animales de expenmentacion, se utilizan con el
objeto de validacion de las dianas, al igual que pueden emplearse con el
mismo fin, muestras de tejidos y fluidos de seres humanos y animales

Un enfoque farmacolégico generalmente uthiza una pequeiia molécula
que interactua con el blanco La molécula pequefia puede ser un farmaco
utihizado para validar un objetivo en una nueva enfermedad, o puede ser una
molécula de herramienta que tiene caracteristicas nadecuadas para
convertirse en un farmaco, pero puede ser utl para validar una diana en un
modelo animal En la mayoria de los ensayos empleados en el desarrollo de
nuevos farmacos, a esta sustancia se le conoce como “patrén® Ninguna de
las técnicas farmacoldgicas empleadas en la evaluacién de un candidato a
farmaco es impecable Por esta razén, a menudo se emplean enfoques
multiples o combinados con el fin de mejorar la confianza de los resultados
obtenidos y que justifiquen la mnvestigacién adicional hacia los largos y

costosos ensayos clinicos

B. TAMIZADO FARMACOLOGICO Y SELECCION DE ALTO
RENDIMIENTO
El tamizado o screening farmacolégico, asi como el método de seleccion

de alto rendimiento (HTS, de sus siglas en inglés High-throughput Screening),



v

representan, cada uno a su manera, formas de identificar entre un grupo de
compuestos o extractos de plantas, aquellos que descnban un mejor perfil

En el caso del tamizado, se corresponde con un conjunto de pruebas, la
mayoria de ellas observacionales, que lo que buscan es identifficar los efectos
macros de los compuestos o productos ensayados Para este tpo de
ensayos se emplean pnincipaimente roedores Ademas de datos de actividad
farmacolégica, el tamizado permite valorar la toxicidad de los agentes
evaluados (Mrad, 1989)

Lo que respecta a la seleccién de alto rendimiento, se trata de un método
para la expenmentacion cientifica, utlizado especialmente en el
descubnmiento de farmacos y que integra los campos de la biologia y la
quimica El uso de la robética, procesamiento de datos y software,
dispositivos para manejo de liquidos y detectores sensibles, empleados en el
cnbado de aito rendimiento, permiten al investigador realizar rapidamente
millones de ensayos quimicos o farmacolégicos A través de este proceso se
pueden dentificar rapidamente compuestos actives, anticuerpos, o genes que
modulan una via biomolecular partcular (Wagner, 2006) Los resultados de
estos expenmentos proporcionan puntos de partida para el disefio de
farmacos y para la comprension de la interaccién o papel de un proceso
bioquimico particular, en biologia Pese a la rapidez con la que se pueden
obtener estos resultados, a menudo no son perfectos Esta es la razén por la
cual, los modelos animales se emplean a menudo en esta etapa para
asegurar que los resultados del HTS, se traduzcan en un perfil

farmacocinético y una eficacia aceptable in vivo



C SELECCION DEL CANDIDATO PARA DESARROLLO DE UN NUEVO

FARMACO O FITOFARMACO

Esta fase permite la seleccién de un pequefio numero de candidatos a
farmacos, o en el caso de los extractos provenientes de plantas, seleccionar
uno o vanos fitofarmacos (Kruger, 2010) Los pnmeros ensayos son valiosos,
pero a partir de este punto los productos seleccionados, son sometidos a
diferentes estudios, empleando multiples modelos expenmentales Los
nuevos ensayos tienen como finalidad generar un perfil farmacol6gico,
ademas de generar datos de segundad y toxicidad

Los modelos empleados van a vanar de acuerdo con el tipo de actividad
que se esta investgando (Kruger, 2010) Invanablemente, en esta fase del
desarrollo de un nuevo farmaco, se contempla la uhlizacion de modelos in
vitro e in vivo En esta etapa, se genera un numero importante de curvas
dosis-respuesta (CDR), que se emplean para generar datos de eficacia y
potencia En el disefio de la investigacién se incluye la evaluacion de la
molécula en modelos que reproduzcan la patologia para la cual se pretende
corroborar su eficacta Finalmente, se investga el efecto de la administracion
crénica del compuesto con la finalidad de observar si se produce taquifilaxia,
o si el compuesto induce efectos adversos con tratamientos a mas largo

plazo

Il LA INVESTIGACION DE SUSTANCIAS ANALGESICAS Y
ANTIINFLAMATORIAS
Histéricamente, los farmacos analgésicos y antunflamatonos tuvieron sus

origenes en el descubnmiento fortuto a partir del uso que se les daba a
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ciertas plantas y extractos de éstas, en el alivio del dolor, la fiebre y la
inflamacién A partir del descubnmiento de los salicilatos en el siglo XIX, se
inicta la era modema de la investigacion destinada al desarrollo de farmacos
empleados en el abordaje del dolor y la inflamacién A partir de este pnmer
compuesto se pudo sintetizar al acido acetisahcilico (Aspinna ®) Del mismo
modo, los avances quimicos de finales del siglo XIX y pnncipios del XX
conducen al desarrollo de los medicamentos antunflamatonos no esteroides
(AINE)

En el presente, los modelos para evaluar las actvidades analgésicas y
antunflamatonas, asi como la deteccién de los mediadores que participan en
estos procesos, han sido la clave para el desarrollo de nuevos analgésicos y
nuevos antinflamatonos

Es asi como el conocimiento mas profundo que se tiene de ambos
procesos, ha llevado a establecer nuevas rutas o dianas novedosas para
lograr obtener nuevos farmacos, algunos de ellos generados con base en las
acciones que pueden ejercer sobre las diferentes mediadores, dianas o
sefales de transduccion y, que hoy dia, ademas de la inhibicién de la COX,
se incluyen citoquinas, bradicininas, leucotnienos, interleucinas, entre muchos
otros (Rainsford, 2007)

De esta forma podemos decir que lo que comenzé como medicamentos
para controlar ia inflamacién, el dolor y la fiebre, en los dos ultmos siglos ha
explotado para revelar una enorme vanedad y tipo de agentes terapéuticos, y
paralelamente el descubnmiento de nuevas dianas Todos estos aspectos se

suman para lograr la obtencion de farmacos utles en el tratamiento de una
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ampha gama de condiciones patologicas, para las cuales hasta ahora no se

prevela una terapia eficaz

A RELEVANCIA DE LA INVESTIGACION DE SUSTANCIAS

ANALGESICAS
1. DEFINICION DE NOCICEPCION Y DOLOR

La distinciéon entre la nocicepcion y el dolor es importante tenerla en
cuenta cuando en los ensayos preclinicos se utlizan modelos munnos De
acuerdo con la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP),
nocicepcion se define como "los procesos neuronales de codificacion y
procesamiento de los estimulos nocivos”, mientras que el dolor es "una
expenencia sensonal y emocional desagradable asociada con dafio tisular
real o potencial o descnta en términos de dicho dafio" (Loeser y Treede,
2008)

La nocicepcién Incluye por tanto los mecanismos por los cuales los
estimulos nocivos son detectados por el sistema nervioso penfénco,
codificados, transfendos, e inconscientemente tratados por el sistema
nervioso La deteccion se garantza mediante transductores moleculares
especificos asumidos por las neuronas nociceptivas cuyos cuerpos celulares
se agrupan en la ralz dorsal o ganghos del tngémino Esta sefial aferente se
trata a continuacion por las redes complejas en el asta dorsal de la médula
espinal (Todd, 2010) o su equivalente en el fronco cerebral Este tratamiento
es bajo la influencia tanto de la informacién sensonal y controles descendente
desde el cerebro La nocicepcion incluye también parte del tratamiento de la

informacién por el cerebro, asl como algunas de las respuestas reflejas para
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proteger el organismo En contraste, el dolor es una expenencia consciente
que requiere el tratamiento cortical y la interpretacion aversivo de ia
informacién nociceptiva Es una expenencia subjetiva y compleja con un
componente afectvo necesano, junto con componentes sensonales
discnminativos, autonémicas, y cognitivas Aunque la nocicepcion y el dolor
aparecen estrechamente vinculados, la evidencia clinica demuestra que se
pueden disociar una de la otra En los pacientes, el dolor es evaluado y
cuantificado por la expresién verbal, lo cual no es posible en los roedores
Por lo tanto, lo que se conoce comunmente como “pruebas de dolor” en
roedores, de hecho son pruebas nociceptivas, y la determinacidon preclinica
del dolor en si, sigue siendo un reto para la investigacion

Tanto la nocicepcidn como el dolor son elementos criticos para la
supervivencia (Le Bars et al, 2001) Ofrecen un sistema de alarma que tiene
la capacidad de iniciar una respuesta adaptatva inmediata, que puede
evolucionar hacia la resolucién y mejora de una condiciéon anémala A pesar
de esta importante funcion fisiolégica, son criticos cuando pierden su
pertinencia como un sistema de alarma, y esto ocurre cuando el dolor se
convierte en crénico o disociado de una lesion real Esto requiere de
tratamientos adecuados, cuyo desarrollo puede beneficiarse de pruebas y

modelos preclinicos (Negus ef a/, 2006 y Mogll et a/, 2010)

2. El dofor alo largo de la histona
“El dolor estd extendido en la tierra en proporcidon infintamente mas vasta
que la alegria Quien crea que no ha sufndo, solamente tiene que tener un

poco de paciencia’ Seneca
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Dolor y enfermedad han sido un binomio lacerante que ha acompafiado al
hombre a lo largo de toda su histona (Pérez-Cajaraville, 2005), y de alli que la
anestesia y analgesia son conceptos que se remontan a civilizaciones
antiguas Para el hombre pnmitivo s6lo el dolor postraumatico era justficable
y los demas eran asociados al castigo de los dioses o se les conferia
connotaciones magicas Etmoloégicamente tanto “dolor” en espafiol, como
“pain”, en inglés, denvan del latin Es posible que el sintoma mas antiguo,
como expresion de sufnmiento sea el dolor pues existe desde que aparece el
hombre sobre la terra (Knvoy, 2010) Es asi como la condicién patolégica,
cualesquiera que sea esta, permanece oculta o por lo menos suele ser

tolerada s6lo hasta que aparece el dolor

“El dolor es para la humamdad un tirano més temble que la misma muerte *

Es la forma como el médico, filésofo y Premio Nobel de la Paz, Albert
Schweitzer, descnbe una condicidbn que trasciende todas las esferas
histéncas, culturales y sociales El dolor es una patologia por si misma,
aunqgue algunas veces sea la evidencia de un mal mas profundo Millones de
personas en todo el mundo padecen dolor, miles de cientificos escnben sobre
él y el dolor es tan antiguo como la humanidad misma, sin embargo, en la
actualidad es uno de los problemas de mayores dmensiones a los que se
enfrentan quienes lo padecen y quienes intentan alivtarlo (Zegarra, 2007, Ho,
2009) Es asi como el tratamiento eficaz del dolor, cualquiera que sea su
ongen, intensidad o evolucién, es un tema pendiente entre la comunidad

médica y ctentifica
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E! dolor es un mecanismo de proteccidon que, sin un fratamiento eficaz, se
convierte en un problema de salud que afecta la calidad de vida del paciente
En la mayoria de los casos, el dolor es un indicativo de lesion tisular, por la
que en un numero importante de patologias, es esa lesion, caractenzada por
inflamacién, la que desencadena los estimulos algésicos Quizas se ha
comprendido mejor al binomio “dolor-inflamacién® cuando se han logrado
dilucidar que los mecanismos y mediadores implicados en una, también estan
presentes en la ofra Esta particulandad es lo que hace que existan farmacos
que poseen de manera indistinta ambas indicaciones Hasta ahora los
medicamentos mas comunmente utlizados para tratar estos padecimientos
pueden agruparse de la siguiente manera los agentes antinflamatonos
esteroideos considerados los mdas potentes antunflamatonos y los
analgésicos, antipiréticos, antinflamatonos no esteroideos (AINE) Tambtén
existen dos grupos importantes y bien diferenciados de analgésicos los

analgésicos opioides y los analgésicos no opioides (Shewale et al , 2012)
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Cuadro |: Antecedentes histéricos que dan origen al conocimiento

actual sobre el dolor

k&om;:irn"ienin histérico relacionado con el dolor

460-377 a.C.

Aristételes fue el primero en plantear el dolor como “una aiteracién del calor
vital del corazén”, a su vez determinado por el cerebro (veia al corazéon
como motor y origen de dolor).

130-200 d.C.

Galeno define el dolor como una “sensacion originada en el cerebro”.

Siglo X1

Avicena, médico persa, escribe un importante tratado “El canon de la
Medicina” en donde resalta la anatomia de los receptores para el dolor en el
ventriculo anterior. Describe unos quince tipos de dolor e inflamacién.

Renacimiento

Leonardo Da Vinci hace una descripcion anatémica de los nervios en el
cuerpo humano y los relaciona directamente con el dolor, confirmando la
teoria galénica sobre el cerebro como motor central del dolor. Considero el
tercer ventriculo como estructura receptora de las sensaciones y la médula
como conductora de estimulos.

1664

Descartes aport6 el concepto que el dolor viaja por finas hebras, apoyando
con sus teorias a Galeno. Defini6 los nervios como “tubos” que transmitian
sensaciones directamente al cerebro y de alli a la glandula pineal. Lo
anterior, se refleja en su libro “L Homme”, en un dibujo de un nifio y su pie
asentado sobre fuego.

Siglo XIX

El cientifico francés, Frangois Magendie y el britanico Charles Bell,
explicaron, cada uno por separado, las funciones de las raices espinales,
promulgando las astas posteriores como centro de confluencia de la
sensibilidad dolorosa, y a las anteriores como las encargadas del control
motor.

1840

Johannes Peter Milller anatomista y fisiblogo aleman, establece la
importancia del sistema nervioso en la transmision del dolor, poniendo las
bases de la moderna neurofisiologia.

1894

El fisidlogo austro-aleman Maximillian Von Frey, defiende que el dolor es
una sensacién equiparable a cualquier otro de los sentidos, perpetuando asi
la teoria de Avicena y Descartes (Teoria de la especificidad o sensorial).
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Una segunda teoria defendida por Goldscheider (inicialmente formulada
por Erasmus Darwin basada en criterios Aristotélicos) decia que el dolor
nacia de la excesiva estimulacién del sentido del tacto, presion, frio o calor
(Teoria de la intensidad). Tanto esta Gltima como la Aristotélica, van
perdiendo criterio y permanece la sensorial hasta los estudios posteriores de
Melzack y Wall.

1939

René Leriche cirujano francés, es el primero en publicar la idea de dolor
cronico como enfermedad en su libro “La cirugia del dolor”.

1942-43

Livingston comienza a explicar el mecanismo del dolor de la causaigia y
sus estados afines, creando un laboratorio de investigacion en dolor.

1946

Henry K. Beecher investigo la respuesta al placebo y realizé observaciones
sobre el dolor en los heridos de la Segunda Guerra Mundial.

1953-1960

John J. Bonica en 1953, publica “The management of Pain” un libro de
1500 paginas exclusivamente sobre el tratamiento del dolor e impulsa las
Unidades de Dolor. En 1960 crea la primera clinica muitidisciplinaria del
dolor (psiquiatra, cirujano ortopédico y un neurocirujano) que ha servido de
modelo para multitud de clinicas en todo el mundo.

1965

Ronald Meizack y Patrick D. Wall publican la teoria de la Puerta de
Entrada, reconociendo al sistema nervioso como modulador de la
informacién sensorial tanto en las sinapsis primarias como en el cerebro.
Describieron las vias nerviosas del dolor y establecieron la existencia del
sistema nervioso central y periférico.

1973

Organizado por John J. Bonica en Seattle, se realiza el primer simposio
internacional sobre dolor y tratamiento. Nacen las bases para la creacion de
la IASP.

1975

La IASP edita desde 1975 la revista Pain, dedicada exclusivamente a la
investigacion en dolor.

1986

Se publica la primera revista especializada en lengua espafiola, Dolor.




1991
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Acontecimiento historico relacionado con el dolor

Fundacion de la Sociedad Espaiiola del Dolor (SED) capitulo espafiol de
la IASP.

Trabajos como los de Clifford Wolf y Bennett puntualizan el importante
papel de los receptores N-metil -D-Aspartato en la génesis de un estado de
sensibilizacién central, produciendo dolor crénico.

1994

Se inicia la publicacién de la Revista de la Sociedad Espafiola del Dolor
(pagina web: www.sedolor.es)

1996

Se realizan investigaciones en nuevos mediadores de la inflamacién como
los canales de sodio y calcio, relacionados directamente con la transmisién
de las fibras aferentes.

Modificado de Pérez-Cajaraville, 2005

3. Prevalencia del dolor

En el mundo el dolor representa un evidente problema de salud publica,

por ejemplo, tan solo en los Estados Unidos la prevalencia de dolor crénico

es del 35%, siendo los principales los de origen osteoarticular, lumbalgias,

migrafia y cancer; afectandose la calidad de vida, el desempefio social y

laboral de los pacientes (Palanca Sanchez et al., 2011). En Europa, el dolor

crénico afecta alrededor del 19% de la poblacién general (Breivik, 2006);

mientras que en Canada afecta por lo menos al 29% y entre 17-20% de la

poblacién en Australia (Ho, 2009).

Para optimizar el diagnostico y resultados favorables en su tratamiento, es

importante delimitar los rasgos especificos de lesion tisular, la evolucién en el

tiempo, el sitio y la hipersensibilidad al contacto donde el paciente refiere el
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dolor, debido a que distntas enfermedades producen patrones
caracteristicos

Cada afio mueren 6 millones de personas en el mundo por cancer; en el
momento del diagnéstico de una neoplasia, entre el 30-50% de los pacientes
presentan dolor, y en las fases avanzadas de la enfermedad puede llegar al
70-80% (Puebla Diaz, 2005) Segun estmaciones de la Orgamizacion Mundial
de la Salud (OMS) para el afio 2010, el cancer sena la principal causa muerte
en nuestra regién y es conocido que el 80% de estos pacientes mueren con
diferentes grados de dolor En el afio 2013 monran 62 millones de personas
en el mundo por enfermedades cardiovasculares (38%), cancer (15%),
enfermedades crénico degenerativas (30%) y por VIH (17%) Para el 2020 se
duplicara la incidencia del dolor por cancer en el mundo y el 70% de los
casos nuevos seran en palises en desarrollo como los nuestros Se estima
que para el afio 2050 en el mundo habra 2 mil millones de personas con dolor
cronico

Una encuesta realizada a finales de los afios noventa por la Sociedad
Espafiola del Dolor (SED), revel6 que el dolor tene una alta prevalencia y un
gran impacto individual, familiar, laboral, social y econémico incidiendo en el
56% de las relaciones de la wvida diana (De Barutell, 2009) Entre los
participantes, el 30% de la poblacion refiere haber padecido dolor en los dias
previos y se observod, que de la tercera parte de la poblacién que refiere
haber tenido dolor, el 60,5% lo padecla desde hacla mas de tres meses El
dolor parece aumentar con la edad, afectando al 42,6% de los adultos
mayores de 65 afios y la mujer es mas comunmente afectada La poblacion

joven padece mayormente de dolores de cabeza, mientras que los adultos
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mayores (> 65 afios) mayormente dolor en las extremidades infenores Hasta
el 61,7% de las personas con dolor toman algun medicamento y hay un 28%

de autoprescripcion ante la presencia de dolor (De Barutell, 2009)

4 ENSAYOS PARA EVALUAR LA NOCICEPCION EN MODELOS

ANIMALES

Durante mucho tiempo, la ciencia basica del dolor y la investgacion
preclinica en fArmacos para el abordaje terapéutico del dolor estuvo basada
esencialmente en las pruebas nociceptivas realizadas en animales nativos
Pese a que se dieron grandes avances en el campo del dolor, el aporte de
estas pruebas para el desarrollo de nuevos tratamientos era cada vez mas
hmitado Asi, en la actualidad, la mayor relevancia de la investigacion
preclinica ocurre cuando se asocian modelos de dolor y pruebas de
nocicepcion (Barrot, 2012)

Las pruebas para valorar la nocicepcion utiizan estimulos eléctncos,
térmicos, mecanicos o quimicos (Le Bars et a/, 2001) Algunos de ellos se
basan en la latencia de la apancién de un comportamiento de evitacion, por lo
general un reflejo de retirada de la pata o la cola Las pruebas nociceptivas
también pueden determinar el umbral de estimulo necesano para provocar
una conducta de evitacion En este caso, el estimulo es cualquiera de las
vanables, con el aumento de valor

Los resultados obtenidos en la mayoria de pruebas nociceptivas muestran
una vanabilidad intenndividual relativamente baja en comparacién con lo que
se observa en otros campos de estudios de comportamiento Como

consecuencia, los expenmentos en las respuestas nociceptivas a menudo
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4.1 Estimulo nociceptivo térmico

En las pruebas que miden la respuesta nociceptiva tras la aplicacién de
estimulos térmico, pueden emplearse tanto ratas y como ratones Por lo
general, estan disefiadas para observar la respuesta nociceptiva entre 5 y 10
s Por encima de estos valores, el nesgo de errores en la medicion aumenta
por la presencia de un movimiento de los animales que no necesanamente
guarda relacion con el estimulo nociceptivo El observador puede detener el
estimulo automatcamente cuando el ammal responde, como es el caso de la
retirada de la cola Para plato cahente, el cientifico debe retirar el anmal
inmediatamente, tan pronto como se observe la respuesta Para todas las
pruebas, se define un tempo de corte 0 de m&xama exposicion al estimulo
para evitar o imitar los nesgos de lesién Estas pruebas permiten a menudo
las medidas repetidas, pero son sensibles al estrés y la analgesia inducida
por estrés Como consecuencia, la pnmera medida puede dar una mayor

latencia que los postenores (Le Bars et a/, 2001)

411 Plato Caliente
La prueba del plato caliente, desarrolladas por Woolfe y MacDonald, (1944) y
adaptada por O'Callaghan y Holtzman, (1975), es otra prueba clasica en el
campo de estudio de la analgesia (Figura 2a) La temperatura generaimente
se controla entre 52 y 55 ° C, ya que esta configuracién permite la
observacion de las latencias basales entre 5 y 10 s, determinada por “lamida
de la pata’ y "salto” Algunos estudios se basan especificamente en la
latencia de salto, en particular en ratones Sin embargo, este parametro se

debe utihizar con precaucion, ya que se traduce en latencias mas largas, que



pueden plantear cuestiones éticas. El evaluador debera considerar que
pequenas diferencias en la temperatura de la placa pueden dar lugar a
diferencias importantes en la latencia de respuesta. Esto se controla
utilizando placas de disefio confiable, con un ajuste rapido de los cambios de
temperatura y con una precision de 0,1 ° C. Aunque la prueba es facil de

realizar, el equipo no estd automatizado, y el temporizador se inicia y se

detiene por el experimentador.

Figura 2. Modelos para la evaluacién de la nocicepcion en animales de experimentacion,
mediada por estimulos térmicos. a) Plato caliente, b) Retirada de la cola “Tail flick", c)
Presion de la pata (Analgesimetro).

4.1.2 Retirada de la cola
La retirada de la cola es una de las pruebas nociceptivas mas antiguas
(D'Amour y Smith, 1941). El parametro medido es la latencia con la que se

presenta el reflejo de retirada de la cola después de su exposicién a un
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estimulo térmico El estimulo puede ser aplicado por inmersion de la punta de
la cola en un bafio a una temperatura controlada o mediante la exposicién de
la cola a una ldmina de calor infrarrojo, también controlado (Figura 2b) En
este ulbmo caso, el aparato permite una deteccion automatica de la retirada
de la cola y la medida de su latencia La retirada de la cola es un reflejo
espinal, pero esta sujeto a influencias supraespinales que pueden afectar a
este reflejo (Yaksh y Rudy, 1978 y Millan, 2002) Esta prueba es muy sensible

a los opiaceos (Le Bars et al, 2001)

413 Presion de la pata (método de Randall-Selitto)
Existen muchas vanantes para este método, algunas de ellas muy
rudimentanas Para mejorar la precisiéon de las determinaciones se emplea el
analgesimetro (Figura 2c), que es el dispositivo clasico para llevar a cabo
expenmentos de presion de la pata de acuerdo con el método de Randall-
Selitto La fuerza se aplica a la pata amimal, que se coloca en un pequefio
espacio bajo un empujador en forma de cono con una punta redondeada
Tipicamente, el método se utiliza para la deteccion rapida y sensible de

farmacos anaigésicos y antunflamatonos (Santos-Nogueira et al , 2012)

4 2 Estimulos nociceptivos quimicos

Los modelos de nocicepcibn mediada por estimulos quimicos, descnben
manipulaciones de los animales realizadas con el fin de generar un estado
que comunmente se manifiesta como hipersensibiidad, tales como la
hiperalgesia, definda como una sensibiidad aumentada a un estimulo

doloroso, alodinia, una respuesta dolorosa a un estimulo normalmente no
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doloroso; o ambos. Cominmente los modelos de nocicepcion quimica
pueden dividirse en tres grupos principales:

a) Inyecciéon local de una sustancia algésica, como la capsaicina, la
bradicinina o acido acético diluido (Le Baars, 2001, Mohd et al., 2012)
(Figura 3).

b) Inyecciéon de sustancias, ya sea local o sistémicamente, que causan
una respuesta inflamatoria y el estado algésico sobreviene posterior a
la inflamacién. Ejemplos de tales sustancias incluyen carragenina, y
zymosan, que pueden ser administradas en el peritoneo o pleura del
animal (Da Rocha ef al., 2012).

¢) Induccién de lesiéon directa en el sistema nervioso, ya sea mecanica,
metabdlica o quimica. Ejemplos de cada uno incluyen la ligadura del
nervio espinal (mecdnica), el tratamiento con estreptozotocina

(metabdlica) y el tratamiento con taxol (quimica) (Courteix et al., 1993).

\ Lesion Tisular |

| Acido araguidénico |

Figura 3. La administracién de sustancias irritantes, como el &cido acético, en el
peritoneo de ratones produce una lesién que progresa a dolor e inflamacién en la
zona de administracion y que se evidencia a través del comportamiento del animal.




De esta manera, la extension de la hipersensibiidad se puede medir, al igual

que se puede evaluar la inversion de dolor por intervencion famacolégica

B RELEVANCIA DE LA INVESTIGACION DE SUSTANCIAS

ANTIINFLAMATORIAS
1 DEFINICION DE INFLAMACION

La inflamacion, al igual que el dolor, es una respuesta fisiolégica y
necesana para la supervivencia del organismo La palabra inflamacion denva
del latin “inflammare”, que significa encender fuego La inflamacion es una
matnz de |a respuesta inmune a la infeccién y a las lesiones Es el resultado
de una cascada compleja que involucra al sistema inmunolégico y es la base
de muchas enfermedades crénicas tales como la artntis, la ateroesclerosis, la
diabetes y el cancer, enfre otras (Barrero, 2008)

La inflamacién puede producir dolor, enrojecimiento, ngidez o perdida de
la moviidad, hinchazén y calor Los agentes inflamatonos incluyen agentes
patégenos como bactenas, virus, parasitos u hongos, agentes fisicos como
radiaciones ultravioletas, frio o calor, agentes quimicos como venenos 0
toxinas, traumatismo y alteraciones vasculares como la isquemta (Lon, 2012)
Se sabe que una respuesta inflamatona aguda sigue a cuatro procesos
pnncipales, a saber, (1) invasién de estimulos infecciosos (a menudo
denominado como inductores inflamatonos), (2) reconocimiento sensonal de
los agentes proinflamatonos, (3) activacién de mediadores de la inflamacion y

(4) modulacién ejercida por los mediadores sobre los tejidos diana (Figura 4)
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Figura 4. Los cuatro principales componentes de las vias inflamatorias. La inflamacion se
inicia por inductores inmunoldgicos, los cuales son reconocidos por los sensores
(Receptores Toll (TLR)) sobre la célula inmune, seguida por la secrecién de mediadores
inmunes (ej.: TNFa, IL-1B y IL-6) que finaimente ejercen sus efectos sobre el tejido
lesionado (Lon, 2012)

2. Aportes histéricos en relacion a la enfermedad inflamatorias

Aulus Celsus (alrededor del afio 30 a.C. hasta 38 d.C.) la defini6 por los
cuatro signos cardinales: rubor, tumor, calor y dolor (rubor y calor proceden
de la medicina hipocratica) y Galeno (131-201 d.C.) le afadié el de ‘functio
laesa’ (trastorno funcional) (Ryan, 1977). En el siglo XVII, John Hunter
concibié a la inflamacién no sélo como una enfermedad sino como una
expresion de defensa y reaccién positiva del organismo; en su libro Tratado
de la Inflamacién, la Sangre y Heridas de bala, demuestra la ocurrencia de
dilatacion de los vasos sanguineos y que el pus representaba una
acumulacién derivada de la sangre. La primera descripcion de las células
inflamatorias, se debe a Rene Dutrochet (1824) y a Rudolf Wagner (1839) la
primicia de la descripcién del rodamiento leucocitario (Barrero, 2008). Segun
sefiala Rudolf Virchow (siglo XIX) en su obra Patologia Celular, Galeno le
confiere mayor valor al calor y de ahi procede, la designacién flogosis que en

griego significa calor o llama. Establecié que la inflamacién es la reaccién a
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una injuna previa de los tejidos (células) e indicé un quinto signo denominado
impotencia funcional del 6rgano afectado, el cual fue sefialado por Galeno en
sus escntos Jullus Cohnheim (1877), demostré que el pus no se formaba
espontaneamente de la linfa preexistente, sino que se movilizaba a través de
los vasos desde la sangre, estableciendo asi el concepto de la migracion
leucocitana a través de las paredes de la microvasculatura Elt Metchnikoff
(1880-1890), descnbié la fagocitosis en tejidos transparentes, destacando su
papel dentro del proceso inflamatono y abnendo el camino al estudio de la
interrelacién entre los agentes injunantes y las célutas, permitiendo asi el
desarrollo de las reacciones citoinmunolégicas Tomas Lewis demostré que la
histamina produce un incremento de la permeabilidad vascular y determina la
migracién de leucocitos a los espacios extracelulares, inicia el conocimiento
sobre los mediadores quimicos de la inflamacién y descnbié la trniple
respuesta observada con histamina por la administractén intradérmica

La sene de mediadores inflamatonos culminé con et estudio de las
prostaglandinas valiéndoles el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en
1982 a los Investigadores Sune K Bergstrdm, Bengt | Samuelson y John
R Vane, por sus descubnmientos sobre estructura, sintesss, papel fisioloégico
y el bloqueo de la biosintesis de estos mediadores Por otro lado, el papel de
las citocinas inflamatonas (IL-1B) y TNF-a, su papel activador del endotelio
vascular potenciando la adhesion de los leucocitos y la identificacton de las
moléculas de adhesion (selectinas e integnnas), quedaron establecidos en la

década de los afios 1980 (Garcia, 2008)
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3 Prevalencia de la enfermedad inflamatona

Investigaciones realizadas, sugleren que enfermedades como la artntis
reumatoidea (Lesuis, 2012), el lupus entematoso, la diabetes, la Enfermedad
de Crohn, Alzheimer, artenosclerosis, la obestdad, el envejecimiento precoz
y diversos tipos de canceres (Garcla, 2008), son causados o potenciados por
la inflamacién crénica Las enfermedades cardiovasculares también parecen
estar relacionadas con estados inflamatonos En un estudio llevado a cabo en
aproximadamente 28,000 mujeres durante un periodo de ocho afios, se
encontré que cerca de la mitad de los ataques cardiacos y las apoplejias
ocumeron en aquellas cuyos niveles de colesterol no se consideraban
elevados Sin embargo, se encontré que estas mujeres, por lo general, tenian
niveles elevados de la proteina C-reactiva de alta sensibiidad (HS-CRP, por
sus siglas en inglés) La proteina C-reactiva corresponde a una proteina de
fase aguda, predominantemente sintetzada por el higado y regulada por
citocinas proinflamatonas, tales como TNF-a e IL-6, (Crossley, 2010) Las
pnncipales actividades biolégicas de esta protelna incluyen activacion del
complemento y opsonizacién bactenana, modulacion de monocitos,
macréfagos y produccion de citocinas, unién a cromatina bactenana y
prevencidn de migracion tisular de neutréfilos Su concentracién sérca se
puede determinar a través de diversas pruebas como Elisa, aglutinacion
reversa rapida en latex, inmunodifusién, electroinmunoensayo y ensayo
inmunoturbidimétnco Los nuevos estudios Iindican que la presencia de
niveles altos de HS-CRP son utiles para determinar la probabiidad de que
alguien sufra un infarto (Whayne, 2006), una apoplejia o como un potencial

biomarcador de mayor nesgo de cancer (Crossley, 2010)



4 MODELOS DE INFLAMACION IN VIVO

La inflamaci6n es un mecanismo de protecciéon y de defensa del cuerpo
Durante las condiciones Inflamatonas tienen lugar diversos cambios
patolégicos En los estudios preclinicos, estos cambios pueden ser inducidos
por la administracién de agentes proinflamatonos, con el propoésito de
evaluar productos con potencial capacidad para modular la respuesta

inflamatona (Le Bars et al, 2001)

4 1 Edema plantar por carragenina en ratas

Este modelo se basa en el pnncipio de la lberacion de diversos
mediadores inflamatonos por carragenina (Winter et a/, 1962) La inyeccién
subplantar de carragenina produce la inflamacion resultante de la
extravasacion plasmatica, aumento de agua en el lugar de administracion y la
exudacion de proteinas del plasma junto con la extravasacidn de neutrofilos,
todo debido al metabolismo del acido araquidénico (Crunkhon et al, 1971)
El edema wnducido por carragenina esta asociado con tres fases
caracteristicas La pnmera fase se vincula a la liberacion temprana de
histamina y serotonina (1 h), la segunda fase (60 a 150 min) es caractenzada
por la liberacién de bradicinina y presencia de dolor y por ultimo, la fase
tardia (3 a 4 h) predominan las acciones mediadas por eicosanoides,
pnncipaimente prostaglandinas (Patel et a/, 2012) De esta forma, la
actividad del compuesto ensayado puede asociarse a los mediadores, en

funcién de la fase que se vea mayormente inhibida
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4.2 Edema plantar por mediadores inflamatonos en ratas

La histamina es un mediador de la fase temprana de la inflamacion El
edema de la pata inducido por histamina se dice que se produce en la etapa
antenor a la reaccién vascular de la inflamaciéon inducida quimicamente En
este modelo, la inflamacidn se produce pnincipalmente debido a la accién de
la histamina sin la participacidon significativa de otros mediadores (Amann et
al, 1995)
Al 1gual que histamina también se emplean otros mediadores para inducir el
edema plantar en ratas, tal es el caso de serotonina y bradicinina Los
métodos se han desarrollado a partir del reconocimiento de las acciones de
estos mediadores en las dferentes fases del edema inducido por

carragenina

4 3 Permeabilidad vascular por acido acético

La prueba se utiiza para evaluar la actvidad inhibitona de los farmacos
contra el aumento de la permeabilidad vascular que es inducida por acido
acéhco mediante la liberacibn de mediadores inflamatonos (Figura 3) El
acido acético provoca la eshmulacién de los mastocitos con la consecuente
hiberacion de histamina, y produccion de prostaglandinas y leucotnenos Esto
conduce a una dilatacién de las artenolas y vénulas que conduce a un
aumento de la permeabiidad vascular Como consecuencia, el fluido y la

proteina plasmatica se extravasan y dan ongen al edema (Zhao et al , 2012)
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4 4 Modelo granuloma inducido por carragenina

Este modelo de inflamacion sub-aguda en el que la administracidn de
carragemina en la superficie dorsal de las ratas, donde previamente se ha
creado una bolsa de aire, genera un granuloma (Adams, 1976) Este modeio
es un excelente método para valorar la extravasacién de fludos, migracion de
leucocitos y diversos exudados btoquimicos implicados en la respuesta
inflamatona La bolsa de are bene la ventaja de suministrar un espacio

adecuado para la induccidn de respuestas inflamatonas

4 5 Granuloma inducido por pellets de algodé6n en ratas

Este modelo se basa en el granuloma de cuerpo extrafio que es
provocado mediante la implantacién subcutanea de pellets de algodon en
ratas Después de vanos dias, se observa un incremento del tejdo conjuntivo
y de la nfiltracion de fludo (Anuja et a/, 2014, Suleyman et a/, 1999,
Shewale et a/, 2012) La cantidad de tejdo conjuntivo recién formado puede
ser determinado pesando los granulos secos La formacion de granulomas se
intensifica si las bolitas de algodén son impregnadas con carragenina
En todo caso el granuloma inducido por pellets de algodén es un modelo para

valorar la inflamacién crénica

ll. ENFOQUE EN LA INVESTIGACION DE PLANTAS MEDICINALES

Las plantas representan una inagotable fuente de moléculas
potencialmente utles en el abordaje farmacolégico de muchas
enfermedades, por lo que pueden contnburr en diversas formas con los

servicios de salud y a la obtencién y produccién de nuevos farmacos
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a) Emplearse directamente como agentes terapéuticos (extractos
vegetales, matenal vegetal seco)

b) Las estructuras de los compuestos fitoquimicos pueden servir como
modelo para el desarrollo de productos semisintéticos de mayor
complejidad

c) Las estructuras de compuestos aislados a partir del matenal vegetal se
emplean como modelos para la sintesis de moléculas
farmacolégicamente actvas

d) Se pueden emplear como marcadores quimico-taxonémicos en la

busqueda de nuevos compuestos (Kruger, 2010)

1 Relevancia de los productos naturales en la histona del desarrollo de

farmacos

Los productos naturales han servido como fuente de inspiracion para una
gran parte de la farmacopea actual Aunque las estimaciones varian
dependiendo de la definicion de lo que se considera como un farmaco
denvado natural, es seguro decir que entre el 256 y el 50% de los
medicamentos que se comercializan actualmente deben sus origenes a los
productos naturales (Kingston, 2011) Por lo tanto, una revision por Newman
y Cragg (2007) analizan las fuentes de los medicamentos obtenidos entre
1981 y 2006, y el uso de una defimcion bastante amplia de lo que constituye
un “farmaco denvado de producto natural ", indica que casi el 50% de los
nuevos medicamentos Introducidos durante este perfodo tuvo su ongen a
partir de un producto natural En el caso de agentes anticancerigenos y anti-

infecciosos, la proporcién es aun mayor, y una estmacién es que casi dos
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tercios de los mismos fueron obtenidos a partir de productos naturales
(McChesney, 2007) Vanos estudios recientes destacan la importancia de los
productos naturales en el proceso de descubnmiento de farmacos (Butler,
2008, Bake, 2007, Cragg, 2010) Muchos de los medicamentos que se
utiizan clinicamente denvados de productos naturales se obtuvieron a partir
de especies microbianas, particularmente en el campo anti-infeccioso, pero
las drogas de ongen vegetal también han hecho contnbuciones significativas
La relevancia de este punto es tal que la humamdad seria
inconmensurablemente mas pobre si1 no contaran con farmacos de ongen
vegetal tales como la morfina, vinblastina, vincristina, quinina, artemisinina,
etopdsido, tenipésido, paclitaxel, y los derivados de camptotecina, topotecan
e innotecan (Kingston, 2011)

Con esta discusién no pretendemos dar a entender que los productos
naturales son la unica fuente viable de nuevos farmacos Un analisis reciente
ha sugendo que los productos de ongen natural de manera preferente
poseen como blanco de accién proteinas que son esenciales para el
organismo, probablemente porque se trata de sustancias eficaces para la
defensa Se concluye entonces que los productos naturales pueden no
mostrar suficiente versatiidad para ser empleados en el tratamiento de todas
las enfermedades (Dancik, 2010) EI hecho, sin embargo, es que los
farmacos denvados de productos naturales han hecho y pueden continuar

hactendo enormes contnbuciones a la salud humana
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2 Potencial de las plantas en el desarrollo de fairmacos analgésicos y
antunflamatonos

Como ya hemos sefalado, la naturaleza es una de las pnncipales fuentes de
compuestos para fines terapéuticos Los agentes antunflamatonios vy
analgésicos conocidos pertenecen a una gran diversidad de esqueletos
estructurales ya que los procesos inflamatorios y el dolor comparten muchos
blancos biolégicos Los origenes de los antunflamatorios y analgésicos
actuales, se exttenden a plantas y organismos mannos, ademas de los
producidos por semi-sintesis y la sintesis total Los prnincipales compuestos
activos denvados de plantas y que poseen propiedades como moduladores
de la nocicepcién y la inflamacién, son organizados por sus origenes
biosintéticos como terpenoides, macrohidos, policéhdos y ansamicinas,
compuestos fendlicos, alcalodes, péptidos, ghcoconjugados, entre ofros
compuestos mas vanados y menos comunes

Sustancias dernvadas de productos naturales se han utlizado desde el
comienzo del tiempo para diversos propésitos, incluyendo el tratamiento del
dolor (Mc Curdy, 2005) El opio, por ejemplo, se ha utizado desde los
pnmeros registros de tempo atras, algunos 7000 afios No fue sino hasta el
siglo XIX eran componentes individuales de diferentes remedios de productos
naturales identificadas y punficadas Hoy en dia, el descubrnmiento de
farmacos se ha convertido en un campo complejo mucho mas alla de la
utiizaci6n de productos naturales Sin embargo, los productos naturales han
dominado la industna de las drogas desde hace muchos afios y varos
farmacos comerciaizados se basan en compuestos aislados de plantas

Reciente se ha observado un resurgimiento en el estudio de los productos



naturales, especialmente de la industna de suplementos dietéticos La
investigaciéon académica ha seguido siendo un fuerte lider en el campo de los
productos naturales La investigacion en el area de manejo del dolor y la
obtencion de farmacos antunflamatonos, onginalmente se centrd
exclusivamente en productos naturales Mas recientemente, se han obtenido
los analogos a partir de sustancias naturales, asi como compuestos
completamente sintéhcos basados en farmacéforos naturales Todo esto se
desarrolla mientras los clinicos y pacientes se enfrentan con los perfiles de
efectos secundanos de las sustancias analgésicas y antunflamatornias

A continuacién presentamos un resumen de las caracteristicas de farmacos
analgésicos y antunflamatonos de ongen natural

Acido acetilsalicilico
El 4cido acetilsalicilico (Figura 5), denvado del acido salicilico, extraido de

la corteza del arbol de sauce (Salix alba), es uno de los compuestos mas
utilizados y disponibles para el tratamiento del dolor leve a moderado El
acido acetilsalicilico se desemperié como el pnmer farmaco AINE e inhibe la
ruta del acido araquidénico que finalmente conduce a la sintesis de
eicosanoides, potentes mediadores del dolor (Vane, 1971) El uso del acido
acetisaliciico, que inhibe especificamente las enzimas ciclooxigenasas
(COX), llevé al desarrollo sintético de otros farmacos antunflamatonios no

esteroides (AINE)
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Figura 5. Salix sauce y estructura quimica del acido
acetilsalicilico

Opiaceos

Durante miles de anos, los opiaceos originalmente derivados de la semilla
de la adormidera (Papaver somniferum), fueron utilizados tanto para
propositos recreativos como medicinales (Figura 6). En el siglo XVI, el
laudano, opio preparado en una solucién alcoholica, se utilizé como
analgésico.

Posteriormente, en el siglo XIX, la morfina se extrajo del opio por primera
vez y durante la guerra civil de los Estados Unidos, se utiliz6 ampliamente
como analgésico. Desde el punto de vista clinico, en el tratamiento del dolor,
la morfina es, hoy por hoy, la sustancia activa mas importante obtenida del
opio (Castarieda, 2008).

La codeina presente, también en el opio, es menos potente y fue aislada
por Jean Pierre Robiquet (Francia, 1830) para propésitos médicos, siendo

utilizada principalmente como remedio para la tos. En 1874, en un intento por
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encontrar una forma menos adictiva de la morfina desarrollaron la heroina
que resulto ser el doble de potente que la morfina y su adiccién se convirtié

en un grave problema (NIDA, 2012).

Figura 6. Papaver somniferum y las estructuras
quimicas de la Morfina y la Codeina.

En 1937, los cientificos alemanes Max Bockmuhl y Gustav Ehrhart, de la
compaiiia IG Farben, buscaban un analgésico de facil utilizacion durante una
cirugia y que tuviera un menor potencial adictivo, lo que dio como resultado
la obtencién mediante sintesis de la metadona. Asi inicia la era de los
opioides, es el nombre comun para todos los compuestos que tienen el

mismo mecanismo de accion que los constituyentes de opio.

Fue en la década de 1970 cuando se descubrié el receptor natural de la
morfina, una molécula que se encuentra mayoritariamente en las neuronas
del sistema nervioso, a la que se fija de forma selectiva y especifica, no sélo
la morfina, sino todos los analgésicos opiaceos. Esta molécula fue
denominada receptor opioide, y a partir de ahi se ha decidido
convencionalmente que cuantos productos alivien el dolor, previa fijacién a

dicho receptor, sean denominados analgésicos opioides. El término opiaceo
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quedaria, pues, relegado a los farmacos naturales y semisintéticos que

denvan estnctamente del jugo extraido del opio (Flérez, 2004)

Con el transcurso de los afios, nuevos analgésicos opioides han surgido
en el mercado como la hidrocodona (1984), oxicodona (1995) vy

combinaciones de oxicodona- paracetamol (1999)

Salvinonna A

Los reportes en la literatura etnofarmacolégica que sefialaban el uso de
extractos de hojas de hojas Salvia divinonum en el alivio de dolores de
cabeza, como sedante y para el tratamiento de algunos trastornos
gastrointestinales (Valdés ef al/, 1983), fue elemento clave para niciar el
estudio de esta planta y de sus constituyentes Es asi, como en el 2002 se
reporta por pnmera vez un ligando selectivo del receptor optoide kappa, la
salvinonna A (Roth ef a/, 2002) Salvinonna A, el componente activo de los
extractos de Salvia divinonum, es uno de los alucindgenos mas potentes
conocidos hasta la fecha (Siebert, 1994) Durante muchos afios el blanco
molecular para salvinonna A era desconocido desde que los investigadores
creian que deberia interactuar con blancos conocidos para los alucinégenos,
a saber, el sistema receptor de la serotonina Salvinonna A se proyect6
inicialimente en contra de una sene de receptores que no Inclufan los
receptores opioides (Siebert, 1994)

Roth et al (2002) llevaron a cabo un tamizado farmacolégico que les llevéd
a demostrar que la salvinonna A interactuaba selectivamente con el receptor
opioide kappa Este mecanismo propuesto encaja ademas con las

propiedades del producto, debido a la naturaleza psicoactivo del receptor



opioide Dado que este producto genera disfona como efecto adverso, las
Investigaciones dingidas a desarrollar su potencial terapéutico se han visto
agotadas Vanos paises han prohibido su uso, incluida Austraha y algunos

palses miembros de la Unidn Europea

Agonistas colinérgicos

Los receptores muscarinicos, que endégenamente responden a la
acetiicolina, poseen muchos lhgandos obtenidos a partr de productos
naturales, tales como la hiosciamina, la atropina y la escopolamina Las
acciones propias de cada uno de estos farmacos no son objeto de esta
revisién, soio un reconocimiento del aporte de los productos naturales en el
desarrollo de terapias eficaces

Lo que nos compete sefalar es que los receptores nicotinicos, que
también responde a la aceticolina, han demostrado que probablemente
desempefien un papel en los procesos analgesicos

De hecho, la nicotina fue reportada como antinociceptiva en 1932 (Davis
et al, 1932) Este campo de conocimiento no habia sido tan explorado en la
investigacién, hasta el descubnmiento del alcaloide natural, epibatidina
(Spande et al, 1992) (Figura 7) Epibatdina se aisid de la piel de la rana
Epipedobates tncolor (Daly, 1974) Este compuesto se ha reportado como
analgésico potente y cuyas acciones que podrian ser antagonizadas por
mecamilamina, un antagonista del receptor nicotinico, pero no por los
antagonistas de opioides (Spande et al, 1992) Este trabajo sohdificé el papel
de los receptores nicotinicos en la analgesia y cre6 un gran interés en el

desarrolio de nuevos compuestos relacionados con epibatidina Un campo
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para el desarrollo de este tipo de farmacos es en el abordaje terapéutico de la
artritis reumatoide (AR) Zhang et al, 2010; Pan et al, 2010). Aunque los
farmacos antirreumaticos han sido ampliamente utilizados en las clinicas, la
AR es controlada de manera variable. Por lo tanto, la basqueda de nuevos
farmacos para el tratamiento de la AR se ha convertido en un tema prioritario
de reumatélogos y cirujanos ortopédicos. Dado que la principal caracteristica
patolégica de la AR es la inflamacién, la exploracién de los farmacos
antiinflamatorios se ha convertido en un punto de acceso. Las funciones
antiinflamatorias y antinociceptivas de los receptores nicotinicos,
recientemente descritas, hacen de los agonistas de los receptores

nicotinicos, farmacos potencialmente Utiles en el tratamiento de la AR.

Receptores
Nicotinicos

Hipotalamo
Pituitaria

Nicotina

ACTH ’1;‘\ .\\: Sistema nervioso
Al

auténomao

Glandula adrenal Simpatco Parasimpatico

Corticoides l l

Tejidos periféricos

Figura 7. La activacién de los receptores nicotinicos podria modular la respuesta
periférica por cualquiera de dos vias: activacion del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal y
liberacién postganglionar de los neurotransmisores del SNA. Modificado de Sopori, 2002.

Cabe sefialar que, hasta la fecha, ninguno de los compuestos estudiados

ha llegado al mercado. Sin embargo, la capacidad de producir un analgésico
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no opioides, que ademas posea una potencta igual o mayor que la morfina,
sigue siendo un gran desafio, lo que alimenta el desarrollo de este campo de
investigacion, incluyendo la busqueda de compuestos de ongen vegetal con

capacidad para interaccionar y achivar a los receptores nicotinicos

Canabinoides

Otro sistema bien conocido implicado en los procesos dolorosos son los
receptores de canabinoides El ligando prototipico, A%-tetrahidrocannabinol
(A°-THC), aslado de Cannabis sativa, es una molécula lipofilica no
nitrogenada que interactua con los receptores de cannabinoides acoplados a
proteina G (Gerard et al, 1990) En la actualidad se comercializa en los
Estados Unidos para el tratamiento de las nduseas y vomitos asociados con
la quimioterapia del cancer y también como estimulante del apetito en los
pacientes con VIH-SIDA (EiSohly et al, 2001) Mas recientemente se ha
demostrado que produce antinocicepcién en seres humanos y animales
(Grotenhermen, 2004)

La famiha enddgena de ligandos que interactuan con estos receptores son
conocidos como los anandamidas Fueron descubtertas rectentemente y son
en si, antinociceptivas pero no tan potente como AS-THC (Felder et a/, 1993)
Se ha encontrado que son degradadas rapidamente por la enzima, amida
hidrolasa de acidos grasos (FAAH) (Giang y Cravatt, 1997) Los estudios con
ratones knockout han demostrado incrementos de hasta 15 veces los niveles
enddgenos de la anandamida (Cravatt ef af, 2001) Ademas, estos animales

parecen tener un umbral mas alto para el dolor en modelos de nocicepcién



Este trabajo demuestra el potencial de receptores cannabinoides y de la

enzima FAAH como dianas en el tratamiento antinociceptivo

Agonistas de receptores vainilloides

Recientemente, los receptores vanilloides (VR) han sido el foco de
muchas investigaciones farmacéuticas y académicas por su potencial como
nuevos analgésicos Los receptores vainilloides son canales de iones y se
han demostrado estar involucrados en los procesos nociceptvos (Garcia-
Martinez et al, 2002) Sin embargo, aun queda por demostrar su potencial
clinico No obstante, vanos productos naturales han sido identificados como
moduladores de estos receptores

La capsaicina, aislada del “chile rojo picante’, es un agonista del receptor
VR1 (Catenna et al, 1997) y se comercializa en los Estados Unidos en
preparaciones topicas para el tratamiento de la artntis y el dolor articular
inflamatono, dolor relactonado a la neuralgia post-herpética y problemas
ortopédicos (Figura 8) Hay inconvenientes con estos preparativos, ya que
pueden causar mtacién severa a las membranas mucosas y los 0jos Sin
embargo, tienen un éxito en el mercado y llevan a pensar a los investigadores
que los agonistas del receptor VR1 pueden ser buenos candidatos
farmacolégicos

La resinferatoxina, aislado a partir de Euphorbia resinifera, es otro
producto natural que se ha dentificado como un agonista del receptor VR1
(Szallasi et al, 1999) (Figura 9) Hay vanos estudios en la literatura que
demuestran el uso de resiniferatoxina como agente analgésico Uno de ellos

publicado por Karai et al (2004), sefialan que la admnistracton de
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resiniferatoxina abole selectivamente a las neuronas nociceptivas. Por lo
tanto, el potencial para el desarrollo de compuestos que interactian con los

receptores VR 1 sigue siendo interesante.

Resiniferatoxina

Capsaicina

Euphorbia resinifera Chile rojo picante

Figura 8. Estructuras de agonistas del receptor VR1 y sus fuentes de obtencién

Eupatilina

Eupatilina es una flavona farmacolégicamente activa, compuesto derivado
de Artemisia argyi, una planta empleada en la medicina tradicional coreana
para la diarrea crénica (Kim, 2004). El laboratorio farmacéutico Dong-A,
evalia DA-6034 130, un analogo sintetizado de eupatilin. Este nuevo
compuesto se encuentra en ensayos clinicos de fase | y I, para su uso en el
tratamiento del ojo seco y la gastritis, respectivamente (Mishra, 2011). Un
derivado sintético, la isoflavona NV-52, es un inhibidor selectivo de la
tromboxano sintasa (TXS) y esta siendo desarrollado como un tratamiento
para enfermedades inflamatorias del intestino por Novogen. Tras haber

completado los estudios de fase |, Novogen sefiala que a las dosis
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IIIH
]

aHumuleno trans-Canofileno

Figura 9 Estructuras quimicas del a-humuteno y el trans-
canofileno

3 Panorama futuro de los productos naturales

Para desarrollar este punto, nos parecié interesante apuntar algunos datos
denvados de la lectura del articulo "Biodiversity, Traditional Medicine And
Drug Discovery - A Symbiotic Relationship” (Cordell, 2003) de la cual
extraymos buena parte de sus conclustones, a todas luces relevantes para el
tema que nos atafie

Los productos naturales, en forma de pnncipios activos punficados y
extractos de plantas, son reconocidos como la piedra angular en la atencién
pnmana la salud a nivel mundial, y en los paises desarrollados para el
mejoramiento de las condiciones de estilo de vida

Los desafios para la atencion de salud en el futuro siguen siendo
significativos En los palses desarrollados y en vias de desarrollo, se carece
de farmacos verdaderamente eficaces para el manejo de las pnncipales
enfermedades mortales La problematica que representa la resistencia a los
medicamentos en los regimenes qumioterapéuticos existentes para las

infecciones micdhcas y bactenanas, para el SIDA, el cancer y la malana,
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empleadas, no se detectaron efectos secundanos importantes para el NV-52

(Howes et al, 2007)

Cordia verbenacea

Cordia verbenacea es una planta perenne perteneciente a la famia
Boraginaceae, nativa de la costa brasilefia, conocida también como, maria
milagrosa y utiizada popularmente como antuliceroso, antunflamatono,
antirreumatico, analgésico y tonificante En 2001, se descnbié que de la
acci6n antunflamatona no era responsable la artemetina (flavonoide) descrito
en la literatura hasta entonces, sino que sus acciones antunflamatorias se
deben al a-humuleno y el trans-canofileno (Figura 9), constituyentes activos,
que actuan mediante la inhibicion de TNFa y IL-1B, reduccion de la expresion
de COX2 e INOS y la reduccion de PGE-2 (Lazzannm, 2006) Por ahora,
existen productos topicos que se utihzan como coadyuvantes en el alivio
sintomatico del dolor e inflamacion local (Acheflan®, Cordiaflan®) Aunque
su potencial antimicrobiano ha sido evaluado demostrandose que puede ser
usada como un coadyuvante en la terapia con antibiéticos, contra agentes
patégenos bactenanos que afectan las vias respiratonas (Rodngues et al,

2012, Ferreira et al, 2013)
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GENERALES

Determinar la actividad analgésica y antunflamatona de Acosmium

panamense (Benth) Yakovlev, Dalbergia brownet (Jacq) Urb, Diplotropis

purpurea (Rich ) Amshoff, Fissicalyx fendlen Benth y Machaenum sp, plantas

panamedas de la familia Fabaceae

ESPECIFICOS

Evaluar la acttvidad analgésica de extractos metandlicos de cinco
especies de plantas de la famila Fabaceae empleando modelos
animales de nocicepcién quimica

Evaluar la actividad analgésica de extractos metanélicos de cinco
especies de plantas de la famila Fabaceae empleando modelos
animales de nocicepcién térmica

Infenr en el nivel de accion de los extractos a través del empleo de
técnicas de nocicepcion especifica

Evaluar la capacidad de los extractos de cinco plantas panamefas
para prevenir la inflamacién inducida por A-carragenina en ratas
Cuantificar la capacidad que poseen los extractos para curar la
inflamacién inducida por A-carragenina en ratas

Valorar las implicaciones de mediadores especificos, serotonina e
histamina, en los receptores antunflamatonos presentados por los

extractos
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I. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS
A. Recoleccion e identificacion del material vegetal

Las plantas se recolectaron en diferentes lugares del pais, por los licenciados
Alex Espinosa y Carlos Guerra, tal como se describe en el Cuadro lll. La
identificacién taxondémica definitiva fue establecida por el licenciado Alex
Espinosa y las muestras voucher reposan en el Herbario de la Universidad de

Panama (Pma).

Cuadiro lll: Datos de Recoleccion de las plantas a ensayar

Nombre de la P o Lugarde  Fechasde N ch
a =8 o
planta ' Recolecciéon recoleccion CIFLORPAN
= ' Costa Abajo, '
Dalbergia brownei ) salud. A un Km ) 7961
Hoja , 20-jul-08
(Jacq.) Urb despues de punta Ext Db
del medio, Colon
Las Penitas de
ichandd — San Carlos hacia i . 7872
aerium sp. -ma
- el Valle de ¥ Ext Msp
Anton, Coclé
v _ Agua Clara ANAM, o
lotropis purpurea
lp(Rich )A:s::f Tallo Sierra Llorona, 19-jul-08 Ext
: Santa Rita, Colén o
Parque Nacional
Acosmium : ¢
, se(Bonth) _ Chagres, Seccion o7 03 6277
namen n allo -ago-
pa Cerro Jefe, - Ext Ap
Yakoviev ;
Panama
Parque Nacional
Fissicalyx fendleri Soberania, 2470
Tallo 13-Feb-96
Benth sendero el Ext Ff
Charco, Panama
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B Procesamiento del Material Vegetal y extraccion
Los extractos fueron proporcionados por el CIFLORPAN Se separaron las

diferentes partes de cada planta, las cuales se secaron al aire y una vez secos
se pulvenzaron en un mohino Thomas Wiley con malla de 2 mm Postenormente,
se extrajeron 50 a 100 g del matenal vegetal seco pulvenzado (2X24) con
metanol 100% por maceracién con agitaciéon en rotor a < 40° C Los extractos
fueron filtrados y evaporados al vacio y luego liofilzados, obteniéndose asi el

extracto crudo

Il Matenales y métodos
A Animales

Ratones CD1 (18-25g) y ratas Sprague-Dawley machos (150-200g),
provenientes del Bioteno de la Facultad de Medicina Vetennaria de la
Universidad de Panama, fueron empleados para el desarrollo expenmental del
presente trabajo (Figura 10)

Los animales fueron alojados en el laboratono de ensayos bioldégicos cinco
dias previos al ensayo bajo condiciones apropiadas, determinada por ciclos de
luz-oscundad de 12 horas y temperatura de 22°C Durante el penodo de
aclimatacién recibieron agua y alimento ad Iibitum, hasta 12 horas antes del

ensayo
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Dawley

Figura 10. Animales de experimentacion. A. Ratones CD1; B. Ratas Spague-

Todos los procedimientos experimentales descritos en esta investigacion se

realizaron siguiendo las instrucciones incluidas en “Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals”, descritas por Institute of Laboratory Animal Resources

(ILAR) of the National Research Council (Garber et al., 2011).

B. Equipos

Plato Caliente Socrel® modelo-
DS37

Plato caliente Thermolyne Nuova
II® modelo SP18425
Pletismémetro digital Panlab
Harvard Apparatus® modelo LE
7500

Campana anestésica
Micropipetas de 1000 pL

Balanza analitica Mettler Toledo®
modelo ms204s/01
Balanza para animales Hanson
Crénometro Weston® modelo JS-316
Corrales de observacion

®

Microjeringuilla Hamilton® de 100 pL
Canulas de administracion oral para
ratas y ratones

Agujas calibre 30 G X 1%"

Vasos quimicos de 100 y 2000 mL
Jeringuillas de 1 mL
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C. Reactivos

Todos los reactivos fueron adquindos de Sigma Acido acético glacial, formalina
37%, acido acetilsaliciico, tramadol, indometacina, ciproheptadina, loratadina,
carboximetilcelulosa, A-carragenina, histamina, serotonina excepto sevofluorano

Abbott®

D Procedimientos generales

En todos los protocolos expenmentales descntos para valorar la nocicepcion
se emplearon dosis de 500 mg/kg de cada uno de los extractos Para la
administraciébn oral de los extractos, estos fueron suspendidos en
carboximetilcelulosa (CMC 2%), por lo que en todos los protocolos se mantuvo
un grupo control que recibi6 el disolvente empleado (20 mg/Kg) Adicionalmente,
se mantuvieron grupos controles positivos que recibteron el farmaco patrén para
cada ensayo, a saber acido acetilsalicilico (200 mg/Kg) y tramadol (20 mg/Kg)
Por otra parte, en los modelos de inflamacién se mantuvieron los grupos que
recibieron 500 mg/kg de uno de los extractos previamente descritos y el control
con CMC, en tanto que otro grupo recibié indometacina (10 mg/Kg) como control
positivo en el ensayo de edema plantar inducido por A-carragenina En los
ensayos donde el agente para inducir el edema plantar era serotonina o
histamina, se emplearon como controles positivos ciproheptadina (10 mg/kg) y
loratadina (10 mg/kg), respectivamente Todos los expenmentos fueron
realizados empleando grupos de 7 amimales para cada tratamiento, y en todos

los casos, los tratamientos fueron administrados por via oral empleando una
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canula para su administracion, excepto tramadol que fue administrado

subcutaneamente (Figura 11).

A. : _ = T

Figura 11. Procedimientos Generales. A. Tratamientos; B. Administracion oral de los
tratamientos

E. Procedimientos experimentales

1. Actividad analgésica

1.1.Modelo de contorsiones abdominales inducido por acido acético

El método usado en este ensayo fue una ligera modificaciéon del descrito por
Koster et al (1959). Se emplearon ratones CD1 machos (18-25 g), a los cuales
se les administraron los tratamientos antes descritos para los modelos de
nocicepcién. Después de 30 minutos de haber recibido el tratamiento
correspondiente, se les administr6 acido acético 1% (10mL/Kg) por via
intraperitoneal. Tras la administracion del estimulo algésico, los animales fueron
colocados bajo un vaso quimico de 2 L que permitia el conteo del nimero de
contorsiones realizadas por cada raton, durante un periodo de observacion de

30 minutos. El registro de las contorsiones se inicié6 5 minutos después de la
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administracién del acido acético. Las contorsiones se manifestaron como
contracciones abdominales seguidas de torsion del tronco y extension de los
miembros posteriores en respuesta a la irritacion producida por este agente

algésico (Figura 12).

orsi ominales. A. Administracion intraperitoneal de
abuommat G.yD Torsién del tronco y extension de los
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El porcentaje de analgesia se calculé mediante la siguiente formula

Xemc - Xvx
Xome

9% Analgesia = X 100

Xcuc. promedio del numero de contorsiones registradas con CMC 2%

X1« promedio del numero de contorsiones registradas con cada tratamiento

1.2. Modelo de dolor inducido por formalina

Para confirmar la actividad antinociceptiva de los extractos empleamos el
método de induccién del dolor inducido por formalina en ratones descnito por
Hunskaar y Hole (1987), con ligeras modificaciones En este ensayo se
administraron los diferentes tratamientos y transcurndos los 30 minutos se indujo
el estimulo algésico, que consistié en la administracion de 20 plL. de formalina al
14% en la aponeurosis subplantar trasera izquierda Inmediatamente, los
animales fueron colocados en un corral de observacidon y empleando un
cronémetro (Weston® modelo JS-316) se registré la duracién de las lamidas o
mordidas al area de aplicacion (Figura 13) Estas determminaciones fueron
diferenciadas en dos periodos de observacién el pnmero realizado durante los
pnmeros 5 minutos después de la administracion del estimulo algésico (fase
temprana), y el segundo de 15 a 30 minutos posterior a la administracién de
formalina (fase tardia) Estas fases representan el dolor neurogénico e

inflamatono, respectivamente
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Figura 13. Modelo de dolor inducido por formalina. A. Administracion Subplantar de
Formalina al 1.4 %; B. Respuesta a la administracién de formalina (Lamida).

El porcentaje de analgesia para cada tratamiento se determiné en los diferentes

periodos de observacion (0-5 min y 15-30 min) a través de la siguiente formula:

% Analgesia = _xc'ic:.)_(“_ X100

Xeme

Xcme: Promedio de lamidas o mordidas registradas con CMC 2%.

X1x: Promedio de lamidas o mordidas registradas con los tratamientos.

1.3. Modelo de plato caliente

Habiendo realizado modificaciones menores al modelo de plato caliente
descrito por Lanhers et al (1991), realizamos los ensayos para valorar la
actividad analgésica de los extractos, tras la generacion de un estimulo térmico.
El dia del ensayo se realizé un proceso de seleccién en el que los ratones CD1

machos fueron colocados de manera individual sobre un plato Socrel (modelo
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DS-37), manteniendo una temperatura constante de 55+0.2°C. Durante el
proceso de seleccion, asi como en las observaciones posteriores, la respuesta
ante el estimulo térmico se determiné midiendo el tiempo que tardaba el animal
en manifestar una respuesta indicativa de la percepcion algésica entre las que
se considerd salto con éxito, intento a salto o lamerse las patas anteriores
(Figura 14). El tiempo de reaccién para la preseleccion se determiné a intervalos
de cero y diez minutos, donde el promedio de estos valores fue el tiempo inicial
de reaccién, descartando los animales cuyo tiempo de reaccion fue de mas de

20 segundos.

| Figura 14. Modelo de plato caliente. A. Lamidas; B. Salto con éxito

Una hora después de haber sido preseleccionados, los animales fueron
divididos en los diferentes grupos de tratamiento. Transcurridos treinta minutos
de la administracion de los extractos o de los patrones, los animales fueron

sometidos nuevamente al estimulo algésico para determinar el tiempo de
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reaccidn, y esta determinacion se repitié a los 60 y 120 minutos después de
haber recibido el tratamiento El porcentaje de analgesia en el modelo de plato

caliente se determiné en los diferentes tiempos a través de la siguiente formula

X - X
9% EMP = T {t}~ ATx 0 X 100

tamax ~X7x (1)

X1x o Promedio del iempo de lamidas o saltos o intento de salto registrados a
tiempo cero

Xrx 9 Promedio del tiempo de lamidas o saltos o intento de salto registradas a
los diferentes tiempos

trmax tiempo maximo de reaccion (20 segundos)

2. Actividad antunflamatoria

2 1Modelo de edema plantar inducido por A-carragenina
2 1.1 Modelo preventivo

El modelo del edema plantar inducido por A-carragenina fue onginalmente
descrito por Winter et al (1962) Habiendo realizado ligeras modificaciones al
protocolo onginal, empleamos ratas Sprague-Dawley machos (150-200 g), a las
cuales se les marcd el maléolo lateral de la pata trasera derecha antes de
introducirla, justo hasta la marca realizada, en el liquido contenido en el pocillo
del pletismémetro digital (Panlab Harvard Apparatus modelo LE 7500) Anotada
la lectura de desplazamiento de volumen para cada animal, se procedi6 a la

administracion de los tratamientos y el patrén positivo empleado fue
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indometacina (10 mg/kg). Transcurrida una hora de la administracion de los
tratamientos, se procedié a anestesiar los animales con sevofluorano para
administrar 0.1 mL de A-carragenina al 1% por debajo de la aponeurosis
subplantar trasera derecha y posteriormente, se determin6 el volumen
desplazado por la pata de cada animal a diferentes tiempos: 0.5, 1,2, 3,4, 5,6y

24 h (Figura 15).

Figura 15. Modelo de edema plantar inducido por A-carragenina al 1%. A. Marcacion del
maléolo; B. Anestesia del animal; C. Administracion subplantar de A-carragenina al 1%;
D. determinacién del grado de inflamacién a través del Pletismémetro.
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Se emplearon la relacion de volumen de desplazamiento de las ratas que
recibieron los extractos frente el valor obtenido al mismo tlempo en el grupo
control CMC para obtener el porcentaje de efecto antunflamatonio en cada uno

de los grupos, segun lo expresa la siguiente férmula

Xeme =X
% Efecto antiinflamatorio = Cl”M  x100%

Xemc o

Xrx @ Promedio del volumen desplazado con el tratamiento a un tiempo

Xcwme ¢ Promedio del volumen desplazado con CMC a un tiempo

2.1 2 Modelo curativo

Este ensayo es una vanacién del modelo preventivo descrito por Winter
(1962), donde luego de haber determinado el volumen desplazado a tiempo
cero, se administrd A-carragenina en la aponeurosis subplantar trasera derecha
Transcumda una hora de la administracion del agente inflamatono, se procedi6 a
administrar cada uno de los tratamientos antes descritos y el volumen
desplazado se determiné a diferentes tiempos 4,45, 5, 6 y 24 h Para calcular
el % de efecto antunflamatono se utihz6 la férmula descrita en el modelo

preventivo
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2.2 Modelo de edema plantar inducido por serotonina o histamina

Para este modelo se siguid la metodologia descrita para el edema plantar
inducido por A-carragenina, que en este caso fue reemplazado por la
administracién de serotonina o histamina en la aponeurosis subplantar (Singh et
al, 1996) En lo que respecta al tratamiento, se consideraron los utiizados en el
modelo preventivo y adicionalmente, se administré ciproheptadina (10 mg/Kg) o
loratadina (10 mg/Kg) al inducir el edema plantar por serotonina o histamina,
respectivamente Transcurnda una hora de la administraciéon de los tratamientos,
se procedi6 a anestesiar los amimales con sevofluorano para administrar 0 1mL
de serotonina o histamina al 0 5% por debajo de la aponeurosis subplantar
trasera derecha y se determin6 el volumen desplazado en diferentes tiempos
05, 1y 2 h El célculo del porcentaje de efecto antunflamatono se determiné

utiizando {a férmula descrita para el protocolo onginal con A-carragemna

F. Analisis y expresion estadistica de los resultados

Los resultados se expresaron como la media + error (n=7) Para la
comparacién entre los dferentes grupos se aplicara un Analisis de vananza
(ANOVA) de dos vias para graficas lineales seguidos por una prueba t de
Student, donde los valores de P<0 05 seran considerados como indicativos de
significancia estadistica Para tales fines se utihzé el programa GraphPad Pnsm®

51
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| Evaluacién de la actividad analgésica

A Modelo de contorsiones abdominales inducidas por acido acético

La actividad antinociceptiva de diversos extractos metandlicos de plantas
panamefias fue ensayada a dosis unica de 500 mg/Kg en ratones, empleando el
método de nocicepcién quimica inducida por acido acético En este modelo se
mantuvo un grupo control positivo que recibié acido acetisalicilico, en tanto que
se conté con un grupo de animales que recibieron el solvente empleado para
disolver los extractos, CMC al 2% En este modelo el AINE produjo una
inhibici6bn de la nocicepcidbn en un 56 73 %, cuando el ndmero de las
contorsiones abdominales presentadas en este grupo fueron comparadas con
las registradas en los que recibieron CMC (33 + 548 y 7627 + 463,
respectivamente) durante los 30 minutos de observacion (Figura 16). En cuanto
a la modulaciéon de la respuesta nociceptiva generada tras la administracion de
los extractos, en el Cuadro IV se puede observar que la mayor inhibictdn de las
contorsiones se obtuvo con la admiistracibn de Ext Ff-t, con una actvidad
analgésica del 45 15 % También es valido resaltar que se observo un efecto
analgésico del 3969 % cuando ensayamos el Ext Ap-t en el modelo de
contorsiones abdominales inducidas por acido acético Para el Ext Ms-t, aunque
se observa un efecto analgésico con respecto al grupo control que recibié CMC,
este fue discreto (18 19 %), en tanto que los extractos Db-h y Dp-t no produjeron
cambios significativos en la percepcion del dolor de los animales, observando

que el numero de contorsiones totales fue de 6840 + 370 y 7320 + 4 97,
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respectivamente, comparado con valores de 76.27 + 4.63 para este mismo

parametro en ratones que recibieron CMC (Figura 16).

Cuadro IV. Porcentaje de actividad analgésica presentada por los Ext Ap-t, Ext
Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t y AAS, en el modelo de contorsiones

abdominales inducidas por acido acético en ratones.

Tratamiento Dosis (mg/Kg) Analgesia (%)

CMC 20 0
AAS 200 56.73**
Ext Ap-t 500 39.69**
Ext Db-h 500 10.32
Ext Dp-t 500 4.03
Ext Ff-t 500 45 15*
Ext Ms-t 500 18.19*

Los resultados son expresados como la media + el error estandar (n=7).
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 estadisticamente significativo comparado con el
grupo control (t de student).
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[y
Q
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Numero de contorsiones abdominales\
0
Q

0-

B3 CMC 20 mg/kg, v.o. E3 Ext Db-h 500 mg/Kg, v.ol8 Ext Ms-t 500 mg/Kg, v.o.
E=3 AAS 200 mg/Kg, v.o. E3 Ext Dp-t 500 mg/Kg, v.o.

Ext Ap-t 500 mg/Kg, v.o. EE8 Ext Ff-t 500 mg/Kg, v.o. /

Figura 16. Numero de contorsiones totales inducidas por acido acético en ratones tras
la administracién de dosis oral aguda de Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ms-t, AAS
y CMC. Para cada tratamiento se representa la media = el error estandar (n=7).
*P<0.05, **P<0.001 comparado con el grupo control CMC

En la Figura 17, se observa el nimero de contorsiones abdominales
inducidas por acido acético al 1%, a diferentes tiempos (10, 20 y 30 min) y en los
diferentes grupos. En los primeros diez minutos de observacion, se hizo evidente
el efecto inhibitorio que produjo la administracion del acido acetilsalicilico (12.22
+ 3.20), al compararlo con las contorsiones desarrolladas por los animales del
grupo control negativo (31.18 + 2.53). A este mismo tiempo, un efecto similar al

AINE fue desarrollado por Ext Ff-t (19.83 + 2.70). Para el Ext Ap-t, que también

mostré una significativa inhibicién de la actividad nociceptiva, los efectos se
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empezaron a evidenciar en el segundo periodo de observacion, entre los 10 y 20

minutos del ensayo (25.8 £ 2.78 y 13.20 % 3.10, respectivamente).
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Figura 17. Nimero de contorsiones inducidas por acido acético en ratones, observadas
en los periodos de 10, 20 y 30 min tras la administracion de dosis oral aguda de los
diferentes tratamientos. Para cada tratamiento se representa la media + el error
estandar (n=7). **P<0.01, **P<0.001 comparado con el grupo control CMC.

B. Modelo de dolor inducido por formalina

En el modelo de nocicepciobn por estimulo ténico inducido por la
administracion de subplantar de formalina, se consideran dos periodos de
observacion. El primer periodo, que comprende los primeros 5 minutos tras la
administracion del agente algésico, hace referencia a un dolor tipo visceral mejor

abolido por farmacos analgésicos que generen acciones predominantemente
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sobre el SNC Es asi como nuestros resultados muestran que para este penodo,
de los farmacos empleados como controles positivos, tramadol y acido
acetilsalicilico, s6lo en el grupo que recibid el opioide se observd una reduccién
significativa de los eventos asociados con la nocicepcion Es asi como en el
Cuadro V se puede observar que en esta pnmera fase el tiempo total de lamidas
y/o mordidas fue de 26 94 + 6 35 segundos para el tramadol, frente al tempo
registrado para acido acetilsalicilico (50 44 + 10 81 segundos) y CMC (72 53 +
7 80 segundos) Para este mismo penodo ninguno de los extractos evaluados
mostré una inhibicién significativa de la nocicepcion

E! segundo penodo de observacion, denominado fase tardia, se refiere a un
penodo de sensibilizacion durante el cual se producen los fendmenos
inflamatorios En el Cuadro V se observa como los grupos que recibieron los
patrones de referencia mostraron una reduccién del tiempo total de tamidas y
mordidas stendo de 1 09 + 0 28 segundos para el acido acetilsalicilico y de 1 64
+ 1 54 segundos para el tramadol, frente al tempo de respuesta nociceptiva
registrada para el grupo que recibidé CMC (72 38 + 5 58 segundos) Teniendo
estos valores como referencia, se estmé que el porcentaje de inhibictén de la
nocicepcion fue de 98 49 % y 97 74 %, para el 4cido acetilsalicilico y tramadol,
respectivamente Aunque, como ya se menciond, ninguno de los extractos
evaluados mostré efecto inhibitorio en la pnmera fase (0-5 min), si1 se observé
que todos generaron un efecto inhibitono significativo en la segunda fase (15-30

min) de la prueba de algesia inducida por formalina (Cuadro V) El porcentaje
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maximo de inhibicién en esta segunda fase se observé con el Ext Ms-t (91.38
%), siendo similar a los efectos obtenidos con los controles positivos en esta
misma fase. También fueron significativos los efectos inhibitorios de Ila
nocicepcion generados por la administracion de Ext Ap-t y Ext Dp-t, quienes
generaron una inhibicion del 8343 y 83.86 %, respectivamente. Aunque
significativos, los efectos sobre la modulacion de la nocicepcion fueron mas
discretos para el Ext Db-h y Ff-t con un porcentaje de inhibicion de 62.04 y 56.45
%, respectivamente. La Figura 18 demuestra el tiempo de lamidas y/o mordidas
(s), cuantificado en ambas fases y para todos los grupos de tratamiento. En esta
figura se observa que en el grupo que recibié tramadol, los efectos inhibitorios se
observaron en ambas fases, aunque un efecto mayor se observé en la fase
tardia. También se observé que en la fase temprana no habia diferencias entre
los grupos que recibieron los extractos evaluados y el grupo control negativo
(CMC 2%).

Cuadro V. Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t, AAS y
tramadol sobre el estimulo nociceptivo inducido por formalina en ratones.

Tiempo total de lamidas y

s Pl
i mordidas (s) Inhibicion (%)

Tratamiento (mglkg) Fase Fase

Temprana Fase Tardia Temprana Fase Tardia

0-5 min 15-30 min 0-5 min 15-30 min
CMC 20 7253 + 780 7238 558 e -
AAS 200 5044 + 1081 1.09 = 0.28 30.45 98.49***
Tramadol Sc 20 2694 + 6.35 164 + 154 62.85*** 97.74**
Ext Ap-t 500 5770 + 794 12.00 + 743 20.44 83.43***
Ext Db-h 500 58.10 + 6.10 27.48 + 6.66 19.89 62.04***
Ext Dp-t 500 66.19 £ 6.19 1205 * 2.30 8.74 83.26™™*
Ext Ff-t 500 6275 + 13.36 31.52 + 2428 13.48 56.45*
Ext Ms-t 500 5374 + 980 6.24 + 1.72 25.90 91.38***

Los resultados son expresados como la media + el error estandar (n=7).
*P<0.05, ***P<0.001 comparado con el grupo control (seguido por t de student).
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Figura 18. Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t, AAS y tramadol
sobre la nocicepcioén inducida por formalina en ratones. La primera barra para cada
tratamiento representa la fase temprana (0-5 minutos), mientras que la segunda
representa la fase tardia (15-30 minutos). Cada barra representa la media + el error
estandar (n=7). *P<0.05, **P<0.001 estadisticamente significativo vs grupo control
CMC.

C. Modelo de plato caliente

La modulacion del dolor empleando un estimulo térmico, fue evaluada
mediante el método de plato caliente en ratones. En este modelo, la valoracion
de la nocicepcion, tal como fue detallada en la metodologia, fue determinada
cada 30 minutos, durante 2 horas (Cuadro VI). El tramadol, compuesto patrén
positivo para esta prueba, produjo una inhibicion de la nocicepcion desde la
primera determinacién al minuto 30 con un porcentaje de EMP de 60.08; efecto

que se mantuvo invariable para los periodos subsecuentes. En cuanto a los
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extractos ensayados, resultados concluyentes solo fueron posibles para Ext Ap-t,
Ext Ff-t y Ext Ms-t, los cuales a tiempo cero mostraron un tiempo de respuesta
similar al grupo control CMC Para estos extractos cabe sefialar que el % EMP
que indujeron fue de 31 34, 329 y 43 31 para Ext Ap-t, Ext Ff-t y Ext Ms-t,
respectivamente, para el mismo penodo de 30 minutos donde el efecto
producido por tramadol fue de 60 08 Aunque Ext Ap-t y Ext Ms-t produjeron una
inhibicién  significativa de Ila nocicepcién, la misma no alcanzé6 a ser
ponderablemente similar a la obtenida con el opioide

En el Cuadro Vi y ia Figura 19 se observé como los grupos tratados con Ext Db-
h y Ext Dp-t, a ttempo cero mostraron un tiempo de respuesta significativamente
mayor que el grupo que recibi6 CMC (913 + 016,733 +063y 561+ 051,
respectivamente Estas dferencias hacen dificil un anahisis intergrupal confiable,
por lo que el efecto inhibitorio determinado para el Ext Db-h a los 30 minutos
(76 08) debe ser analizado con mucha precaucion Para este dato cabe
considerar un analsis Intragrupal, en el cual el ttempo de respuesta se
incrementd significativamente a los 30 minutos en comparacion con la valoracton
de la nocicepcidn a tiempo cero para el mismo grupo, stendo de 913 + 0 16
segundos antes de la administracién del extracto y de 17 40 + 0 96 segundos

después del tratamiento
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Cuadro VI. Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t y
tramadol sobre el dolor inducido por plato caliente en ratones.

Tiempo de respuesta (s) (% EMP)

(malka) 0 30 60 120
CMC 20  561:051 687:076  638:061  8.01%0.97
Tramadol 20  5.72 +0.81 14'?;;88;’” 14'3(56;_31* 15'(:25’_‘211';;0"
ExtApt 500 561:057 O 1;:_252“' 10‘?2:‘017;;25“ 13'0(73:_ ;7:;8*
ExtDbh 500 9.13+0.16* 17'4:;;_3“36*" 12“:’§ :524')95" 13'0(;:‘;;8*"
ExtDpt 500  7.33+0.63" "'1&;_;"32*" 12'::'2;:’2')29" 11'?219;;')65*
ExtFit 500  6.64+0.33 7‘0(2_*2;)'31 6":?1;;')56 7'3(25;;'13
ExtMst 500  5.80+0.48 "'?45:3?)1 o 10'(2:1_13)52* 6'4;;?)‘99

Los resultados son expresados como la media + el error estandar (n=7). *
P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs grupo control CMC (ANOVA de una via, post-
test Dunnet).
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Figura 19. Efecto de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t y tramadol sobre
la nocicepcion inducida por el plato caliente en ratones. Los resultados son expresados
como la media * el error estandar (n=7). *P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001 vs grupo
control CMC (ANOVA de una via, post- test Dunnet).

Il. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria
A. Modelo preventivo del edema plantar inducido por A-carragenina

El primero de los modelos en considerarse para valorar el efecto
antiinflamatorio de los extractos fue el del edema plantar inducido por A-
carragenina. En el Cuadro VII, se observa el perfil de actividad antiinflamatoria
logrado con la administracion de indometacina, patrén de referencia. La latencia
del efecto antiinflamatorio para el AINE fue de 2 horas, periodo en el que

también se logr6 el maximo efecto inhibitorio (46.73). Los efectos
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antunflamatonos producidos por el farmaco prevalecieron hasta la sexta hora de
observaciéon, cuando el volumen de desplazamiento fue de 066 + 0 13 mL en
comparacion con el volumen de desplazamiento registrado para el grupo que
recibi® CMC, siendo éstede 106 £ 0 13 mL

En cuanto a la valoracion del efecto antunflamatorio para los diferentes
extractos ensayados, bien vale una descnpcion individual de cada uno,
considerando parametros como latencia, efecto maximo y duracion de accion,
similar a como fuera planteado para el farmaco patrén

En los animales que recibieron el Ext Ap-t se observé una latencia de 30
minutos y el maximo efecto inhibitorio (52 77 % de inhibicién) a los 60 minutos
tras la administracion de A-carragenina (Cuadro VIl y Figura 20). Para este
extracto, para el que no se observdé actividad antunflamatoria a la tercera y
cuarta hora, se registra una reaparicién del efecto a las 6 horas de evaluacién en
ta que el porcentaje de inhibicion del edema fue de 49 81 %

En el Cuadro VIl y Figura 21 se observa como la administracion de Ext Db-h
en ratas a las que se le indujo edema plantar con A-carragenina, generé un
efecto inhibitono de 51 90 % a la pnmera hora después de su administracton,
coincidiendo latencia y efecto maximo Al igual que se observa para el Ext Ap-t,
con la administracién del Ext Db-h el efecto antunflamatono deja de ser evidente
durante la tercera y cuarta hora y se observa nuevamente a la quinta hora donde
el % de inhibicién de la inflamacion fue de 30 78 %

La Figura 22 muestra el volumen de desplazamiento de las ratas que

recibieron el Ext Dp-t, en contraste con los grupos tratados con indometacina y
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CMC Tal como se puede apreciar, este extracto modificé dicho parametro de
manera significativa a la 0,5 horas (0 07 £ 003 mL) en comparaciéon con los
valores obtenidos a este mismo tiempo en animales del grupo control negativo
(027 £+ 005 mL) A los 30 y 60 minutos se observan los efectos inhibitorios
maximos, siendo de 7513 y 70 70 %, respectivamente Para este extracto se
observa un efecto antunflamatono, que aunque decrece a partir de la segunda
hora, mantiene diferencia significativa con el grupo CMC hasta la sexta hora de
observacion, donde los volumenes de desplazamiento fueron de 065 + 006 vy
1 06 £ 0 13 mL, respectivamente

Lo que respecta al Ext Ft-t, cuyos resultados se resumen en el Cuadro Vil y
Figura 23, sus efectos no inhibieron en el desarrollo del edema plantar y result6
comparable al control negativo y en consecuencia, ineficaz a todos los tiempos
El mayor efecto inhibitono de la formacidn del edema después de la
administracion del Ext Ms-t se observd en las dos primeras determnaciones
(Figura 24). Como se registra en el Cuadro VIl, a los 30 minutos el efecto fue
del 78 84 % de inhibicidn en tanto que a los 60 minutos el efecto mhibitono fue
de 72 45 La actividad antunflamatona para este extracto decrecié a partir de la
segunda hora, y al igual que el que fue registrado para los Ext Ap-t y Ext Db-h,
se observa una reapancion de la actividad a las seis horas de observacion, que
ademas para el Ext Ms-t fue mayor que el observado en el grupo que recibio

indometacina (51 28 vs 37 71 %)
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Modelo preventivo de edema plantar inducido por A-carragenina.

Cuadro VII. Efecto preventivo de los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t, Ext Ff-t, Ext Ms-t e indometacina sobre el edema plantar inducido

por A-carragenina en ratas, expresado como el volumen de desplazamiento (mL) y el % de actividad antiinflamatoria.

Grupo Dosis Periodos de observacién (h)
_{mg/kg) 0.5 1 2 3 4 5 6 24

CMC 20 027+005 033+006 088+015 1132011 126%015 127+011 1.06+0.13 0.4410.05

iaticing. - * 10 0.19+0.06 024+007 047+0.13* 066+0.15* 071+0.16* 0.79+017* 066+0.13* 0.3510.08
(28.52) (25.61) (46.73) (41.82) (43.26) (37.96) (37.71) (20.68)

Ext Ap-t sop  013:0.06* 0.15+005* 052006 090009 1.01:0.08 0.96+012 0.53%0.06* 0.34+0.06
p- (50.79) (52.77) (40.90) (20.92) (19.97) (24.27) (49.81) (22.08)

Ext Db-h 500 016£006 0.16+0.05* 047£009" 0842014 093 0.11 0.88%0.12* 0.71+0.16* 0.32+0.03*
(39.68) (51.90) (47.05) (25.58) (25.65) (30.78) (33.57) (26.62)

Ext Do-t 500 007£003™ 0.10£004* 044£008" 086+007" 092% 0.10* 0.89 £0.08* 0.65%0.06* 0.34+0.03
p- (75.13) (70.70) (50.45) (24.07) (26.90) (30.22) (38.67) (22.73)

Ext Fit 500 038+010 0.39+009 1124021 1.16+018 1.18+019 122+010 1.00+0.14 0.30%0.03*
(-39.81) (-17.86) (-26.95) (-2.47) (6.50) (4.19) (6.52) (32.95)

Ext Me-t so0 0082003 009£005" 056£0.11 092011 1.03+0.09 099%013 052+011* 0.40£0.03
(78.84) (72.45) (37.66) (18.65) (17.70) (22.36) (51.28) (8.77)

Los resultados son expresados como la media + el error estandar (n=7). *P< 0.05, **P< 0.01, ***P<0.001 estadisticamente

significativo comparado con el grupo control (ANOVA de una via, seguido por t de student).
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Figura 20. Efecto preventivo del Ext Ap-t e indometacina sobre el edema plantar
inducido por A-carragenina en ratas. Los resultados son expresados como la media + el
error estandar (n=7). *P<0.05 estadisticamente significativo comparado con el grupo
control (ANOVA de una via, seguido por t de student).
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Figura 21. Efecto preventivo del Ext Db-h e indometacina sobre el edema plantar
inducido por A-carragenina en ratas. Los resultados son expresados como la media + el
error estandar (n=7). *P<0.05 estadisticamente significativo comparado con el grupo
control (ANOVA de una via, seguido por t de student).
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Figura 22. Efecto preventivo del Ext Dp-t e indometacina sobre el edema plantar
inducido por A-carragenina en ratas. Los resultados son expresados como la media + el
error estandar (n=7). *P<0.05, **P<0.01 estadisticamente significativo comparado con
| el grupo control (ANOVA de una via, seguido por t de student).




81

r = CMC 20 mg/Kg, v.o. N

«®= Indometacina 10 mg/Kg, v.o.
¥ Ext Ff-t 500 mg/Kg, v.o.
1.59
¥y
E
~ 1.04
-]
=
=
o
©
£ 0.5¢
[
©
{17]
0.0<
¢ . - T # M
o 1 2 3 4 5 62 25

K Tiempo de Observacion (h) j

Figura 23. Efecto preventivo del Ext Fft e indometacina sobre el edema plantar
inducido por A-carragenina en ratas. Los resultados son expresados como la media + el
error estandar (n=7). *P<0.05 estadisticamente significativo comparado con el grupo
control (ANOVA de una via, seguido por t de student).
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Figura 24. Efecto preventivo del Ext Ms-t e indometacina sobre el edema plantar
inducido por A-carragenina en ratas. Los resultados son expresados como la media + el
error estandar (n=7). *P<0.05, **P<0.01 estadisticamente significativo comparado con

el grupo control (ANOVA de una via, seguido por t de student).
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B. Modelo curativo del edema plantar inducido por A-carragenina

Como se descnbié detallado en el capitulo de metodologia, en el modelo
curativo del edema plantar inducido por A-carragenina, el agente proinflamatorno
fue administrado una hora antes que los animales recibieran el tratamiento a
ensayar, patrén o extracto En el Cuadro Vill se resumen los efectos observados
con cada uno de los tratamientos, siendo evidente la capacidad inhibitona de la
inflamacion lograda con la administracién del fArmaco de referencia, que a todos
los tiempos logré inhibir el edema en valores minimos de 32 41% a las 4 5 horas
y maximos del 37 48 % a las 24 horas

Para introducir la revision de los resultados obtenidos con los extractos, cabe
sefalar que para este modelo sdélo se emplearon los que generaron una
actividad antunflamatona significativa en el modelo preventivo Siendo estos los
extractos Ext Ap-t, Ext Dp-t y Ext Ms-t Se puede observar en el Cuadro Vil y
Figura 25, que el Ext Ap-t modulé favorablemente el desarrolio del edema
plantar inducido por A-carragenina, logrando efectos inhibitornios desde la pnmera
determinacion a la cuarta hora del ensayo (43 29 %) y que fueron en incremento
hasta las 24 horas donde la actividad antuinflamatona fue del 83 65 % También
para el Ext Dp-t se observé que era capaz de desarrollar un efecto curativo del
edema al inhibir su formacién en un 2349 y 5962 %, en los penodos de
evaluacion de los efectos a las 4 y 24 horas, respectivamente (Figura 25) Por
ultmo, como se aprecia en el Cuadro Vil y Figura 25, el Ext Ms-t mostré un
perfil inhibitono supenor al 32 % en todos los penodos de observacién, siendo

maximo a las 24 horas donde la actvidad fue del 63 85 %
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Cuadro VIII. Efecto curativo de los Ext Ap-t, Ext Dp-t, Ext Ms-t e indometacina

sobre el edema plantar inducido por A-carragenina en ratas.

Grudo Dosis Duracién del estudio (h)
(mg/kg) 4 45 5 6 24

CMC 20 175000 167009 158:011  153:007  074+008
; 116+016* 113£0.16% 101:0.14"* 103015 046 +0.07*

indometacina  ~10 (33.42) (32.41) (36.02) (33.01) (37.48)
0.99+0.12** 091£0.12" 0.83£0.13" 071+0.11" 0.12£0.04*"

ahpt o (43.29) (45.55) (47.33) (54.00) (83.65)
134+006" 139+011* 128+010* 128+0.11*  0.30+0.09*

ExtDpd i (23.49) (16.52) (18.91) (16.48) (59.62)
i aa sop  103£0.06™ 1.13£006" 107£005%* 083+005% 027003

(40.75) (32.11) (32.22) (46.00) (63.85)

Los resultados son expresados como la media + el error estandar (n=7).

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 estadisticamente significativo comparado con el

grupo control (ANOVA de una via, seguido por t de student).
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<@ CMC 20mg/Kg, v.o. =®- Ext Dp-t 500 mg/Kg, v.0.
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o
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Figura 25. Efecto curativo de los Ext Ap-t, Ext Dp-t, Ext Ms-t e indometacina sobre el
edema plantar inducido por A-carragenina en ratas. Los resultados son expresados
como la media = el error estandar (n=7). *<P 0.05, **P< 0.01, **P<0.01 estadisticamente
significativo comparado con el grupo control (ANOVA de una via, seguido por t de

student).
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C. Modelo de edema plantar inducido por histamina

Con base en los resultados obtenidos en el modelo preventivo de carragenina
donde los extractos de Ap-t, Dp-t y Ms-t mostraron efecto inhibitorio del edema a
los tiempos iniciales de medicién, debiamos determinar el efecto de estos
extractos sobre otros mediadores de inflamacién, sin embargo por problemas
con la disponibilidad de los extractos, procedimos a evaluar unicamente el Ext
Dp-t. El Cuadro IX y la Figura 26, muestran el efecto del Ext Dp-t sobre el
edema plantar inducido por histamina. El extracto de planta exhibe una
reduccion no significativa del edema inducido por histamina con una inhibicién
maxima de 10.33% (0.5 h), en contraposicién de Loratadina, usada como
farmaco de referencia, quien disminuy6é el edema inducido por histamina en

69.59 % (1 h)y 72.78 % (2 h).

Cuadro IX. Efecto del Ext Dp-t, loratadina e indometacina sobre el edema
plantar inducido por histamina en ratas

Grupo (2;7:(; ) = Duracién de1l estudio (h) :
CMC 20 0.77 £ 0.07 0.73+0.10 0.74 £ 0.10
-
Indometacina 10 0-1?122-,04 0-??9 :t1 g.)04 o.e(;:_: gg)os
R e T

Los resultados son expresados como la media + el error estandar (n=7).
***P<0.001 estadisticamente significativo comparado con el grupo control
(ANOVA de una via, seguido por t de student).
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f <3 CMC 20 mg/Kg, v.o. \

=@~ |Loratadina 10 mg/Kg, v.o.
=@~ Indometacina 10 mg/Kg, v.o.
1.0+ =@ Ext Dp-t 500 mg/Kg, v.o.

0.4+ e ded

*kk

o.c L J L] . L L
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

\ Tiempo de observacion (h) J

Figura 26. Efecto de los Ext Dp-, loratadina e indometacina sobre el edema plantar
inducido por histamina en ratas. Los resultados son expresados como la media * el
error estandar (n=7). ***P<0.001 estadisticamente significativo comparado con el grupo
control (ANOVA de una via, seguido por t de student).

D. Modelo de edema plantar inducido por serotonina

El Cuadro X y la Figura 27, muestran el efecto de los tratamientos sobre el
edema plantar inducido por serotonina. En este se puede observar que mientras
que la administracion del patrén de referencia para este modelo, ciproheptadina
disminuy6 el edema inducido por serotonina en 57.40, 49.89 y 66.85 % a las
0.5, 1 y 2 horas, respectivamente; mientras que el Ext Dp-t exhibié una
reducciéon no significativa del edema, mostrando un efecto maximo de 7.06%

(0.5h).
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Cuadro X. Efecto del Ext Dp-t, ciproheptadina e indometacina sobre el edema
plantar inducido por serotonina en ratas.

Grupo (mz : = Duracién de1l estudio (h) :
CMC 20 063+006 065+006  0.76 +0.07
Ciproheptadina 0(52; fof)’ﬁ 0(-43: :9?;9*4 0((?55 & c)a;g’e
onass 10 ORE Ua R
Ext Dp-t 500 0-53 ;g).os O'Tf 4%06 0.786 ; g).o*/

Los resultados son expresados como la media + el error estandar (n=7).
**P<0.001 estadisticamente significativo comparado con el grupo control
(ANOVA de una via, seguido por t de student).

r =l CMC 20 mg/Kg, v.o. \

=&~ Ciproheptadina 10 mg/Kg, v.o.
=0~ Indometacina 10 mg/Kg, v.o.
1.0+ ==  Ext Dp-t 500 mg/Kg, v.o.
:g. 0.8+
g 0.6
% 0.44
0.2+
o.c v L L L] L
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

\ Tiempo de observacion (h) /

Figura 27. Efecto del Ext Dp-1, ciproheptadina e indometacina sobre el edema plantar
inducido por serotonina en ratas. Los resultados son expresados como la media + el
error estandar (n=7). **P<0.01 estadisticamente significativo comparado con el grupo
control (ANOVA de una via, seguido por t de student).
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La investigacion relacionada con las propiedades terapéuticas de las plantas
representa, para los paises en via de desarrollo, un valioso aporte cientifico,
sobretodo si van de la mano de los fundamentos que garantizan la conservacion,
rescate y difuston de conocimientos populares y la preservacion de la
biodiversidad El empleo de las plantas con fines curativos se ha practicado
desde tiempos remotos y desde el pnncipio de la medicina, estos fueron el
prncipal y unico recurso de que disponian para el tratamiento de las
enfermedades (Akerele, 1993)

Una de las familias de plantas que bnnda innumerables beneficios, desde la
perspectiva econémica y etnobotanica, es la Fabaceae (Leguminosae) Esta
familia de plantas se caractenza por poseer una distnbucidn cosmopolita, con
cerca de 730 géneros y 19 400 especies, situada en el tercer lugar en el mundo
con respecto a la nqueza de especies (Morales y Ladwo, 2012) Esta gran
nqueza de especies se refleja en la ampha diversidad morfologica y quimica, de
la cual se denvan multiples usos (Judd et a/, 2002) Es asi como, en términos
socloecondmicos, su importancia se pone de relieve al ser util por los recursos
de madera, colorantes, resinas, insecticidas, fibras, forraje, asi como su valor
alimenticio y potencial uso medicinal (Morales y Ladio, 2012) Es este ditimo
caso, su potencial uso en el abordaje terapéutico de muchas enfermedades, lo
que ha despertado el interés de valorar sus propiedades biolégicas A este
respecto, podemos sefialar que las plantas leguminosas han mostrado efectos
beneficlosos en diversas enfermedades, entre las que cuentan diabetes,

obesidad (Venn y Mann, 2004), enfermedades cardiovasculares (Anderson et al ,



v

1999), vanos tipos de cancer (Mathers, 2002) e inflamacion (Mugarrabun et a/,
2013)

Son innumerables las investigaciones que tienen como objeto el estudio de
plantas medicinales en el abordaje terapéutico de la inflamacién y de uno de sus
signos mas caracteristicos, el dolor El interés por afiadir nuevas sustancias al
arsenal terapéutico en la modulaciéon de la nocicepcion y la inflamacion se basa
fundamentalmente en que en la actualidad se cuenta con farmacos potentes
pero que poseen un perfil de toxicidad, marcada por su potencial adictivo y
depresor respiratoro, y con otro grupo de farmacos quizas mejor tolerados, pero
que resultan poco eficaces en pacientes con dolor moderado y severo

Es asi como nos propusimos valorar la actividad antinociceoptiva y
antuinflamatona de extractos obtenidos de cinco plantas pertenecientes a la
familla Fabaceae Acosmum panamense (Benth ) Yakovlev, Dalbergra browner
(Jacq ) Urb, Diplotropis purpurea (Rich ) Amshoff, Fissicalyx fendlen Benth y

Machaenum sp

Acosmium panamense (Benth.) Yakoviev

Los resultados obtemdos con la administracton del Ext Ap-t en los modelos de
nocicepcidn por acido acético y la fase tardia del test de formalina, en los que
desarroll6 una reduccidn significativa de los parametros vinculados a la
percepcién del dolor, contorsiones para el pnmero y lamidas o mordidas para el

segundo, dejan evidencia de las propiedades analgésicas que posee Acosmium
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panamense En este caso particularmente el extracto metandlico del tallo de la
planta

Para alcanzar un punto de conclusiones validas, es necesario recordar que el
test de formalina en roedores produce una reaccién de comportamiento bifasico
Este comportamiento consiste en una fase inicial, en la que esencialmente
media la estimulacion directa de los nociceptores, y una segunda fase que hace
referencia a un periodo de sensibiizacion durante el cual se producen los
fendmenos inflamatorios (Dallel ef al, 1995, Taylor et al, 1997) Esta segunda
fase guarda relacion con el modelo de contorsiones abdominales inducidas por
acido acético, ya que en ambos casos la nocicepcion es asociada a procesos
inflamatonos (Michael-Titus ef a/, 1988)

Por lo expuesto, los resultados obtenidos con Ext Ap-t denotan que sus
acciones son predommantemente pernféricas y los constituyentes del extracto
podrian estar ejerciendo sus efectos a través de la modulacion de sustancias
que guardan relacién, no solo con la percepcién del dolor, sino que también
estan involucradas en el desarrollo de la inflamacién Estos resultados ademas
guardan especial relevancia, ya que las pruebas que utilizan estimulos quimicos,
sin duda son los modelos expenmentales mas cercanos en la naturaleza a la
clinica del dolor (Le Bars ef af, 2001) y por tanto, los agentes que abolen la
nocicepcion sernan buenos candidatos a fitofarmacos analgésicos

Esta conclusidn es en parte sostenida por los resultados obtenidos con este
extracto en la fase temprana del test de formalina y en el modelo de plato

caliente Para el pnmer caso, el extracto no desarrollé ningtin efecto analgésico,
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en tanto que para el modelo de nocicepcién térmica, los efectos obtenidos fueron
discretos y no similares al grupo que recibié el tratamiento con tramadol Cabe
destacar que tanto el modelo de plato caliente, como la fase temprana en
formalina, ejercen una nocicepcién que es especiaimente abolida por farmacos
opioides (Le Bars et al , 2001)

Para esta planta se ha descnto la presencia de diferentes constituyentes,
entre ellos dos alcaloides quinohizidinicos 4a-hidroxi-13p-metoxilupanina and 38,
4a-dihidroxi-13B-metoxylupanina (Veitch ef al, 1997) Postenormente, otros
alcalodes como acosmina, panacosmina, lupanina, multflonna y 4a-
angeloyloxy-3p-hidroxi-13p-metoxilupanina, también fueron aislados a partir de
esta especie (Nuzillarda et al, 1999)

Es reconocido el papel de diferentes compuestos alcaloidales tanto en
terapéutica, asi como herramientas farmacolégicas Los alcaloides representan
la clase mas importante de metabolitos secundanos de las plantas (Lopes Souto
et al, 2011) Una amplia gama de efectos biolégicos han sido reportados para
alcalodes emético, anticolinérgico, anttumoral, dwrético, antiviral,
antthipertensivo, analgésicos, antidepresivos, miorrelajante, actvidades
antimicrobianas y antunflamatonas, entre otros (Ezell et a/, 2010, Asello et al,
2011)

En el caso de los alcaloides aislados de Acosmium panamense cabe
mencionar los estudios que han tenido como objeto valorar las propiedades
biolégicas de lupanina (Figura 28). Las acciones centrales de este alcaloide

fueron evaluadas por Pothier ef a/ (1998), evaluando la actividad motora,
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depresora del SNC y la actividad analgésica Los resultados indican que
lupanina genera pobre toxicidad sobre el SNC, observandose que su
administractén solo posee un ligero efecto sedante En todo caso, este podrnia
ser uno de los constituyentes de Acosmum panamense involucrado en el leve

efecto analgésico que presentara el extracto en el modelo de plato caliente

Figura 28 Estructura quimica del alcaloide
lupanina, aislado a partr de Acosmium
panamense

La presencia de lupanina y el resto de los alcaloides descritos para esta
planta, también podnian ser los responsables de los efectos antunflamatonos que
mostrara la administracion de Ext Ap-t en los modelos curativos y preventivos del
edema plantar por A-carragenina En estos modelos, el Ext Ap-t desarrollé una
actividad antunflamatona significativa, que en algunos penodos resulté ser mayor

que la obtenida con el fiarmaco patrén, indometacina Esta propiedad
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antunflamatornia pudo contribuir a reducir la nocicepcion en los modelos que se
caractenzan por inducir dolor asociado a un proceso inflamatono

De esta forma, nuestros resultados que resaltan las acciones analgésicas y
antunflamatonas de Acosmium panamense, se suman a las propiedades
descritas por otros autores para esta especie, guienes la vinculan principalmente
a propiedades hipoglicemiantes y antdiabéticas (Andrade-Cetto et al/, 2004,
2005, 2008)

Dalbergia brownei (Jacq ) Urb

Las plantas del género Dalbergia cuentan con multiples estudios, tanto
fitoquimicos como biolégicos Es asi como para plantas de este género, como D
odonfera se ha descrito potencial actividad antibacteriana (Zhao et al, 2011) A
partir de esta planta se hablan aislado diferentes compuestos, entre los que
figuran cinamilfenoles, i1soflavonas, isoflaveno y denvado de acido benzoico, que
en un estudio llevado a cabo por Goda et al (1992) inhibieron significativamente
la biosintesis de prostaglandinas, asi como la agregacién plaquetana inducida
por el acido araquidonico En el caso de D paniculata y D lanceolana, se han
reportado propiedades analgésicas y antinflamatonas (Ganga et a/, 2012, Kale
et al, 2007) Para D sissoo también fue publicado un estudio que descnbe una
actividad antunflamatona significativa (en modelos agudos, subagudos y crénicos
de inflamacién) para el extracto de hojas de esta planta (Hajare et al, 2001)
Mientras es evidente que existen estudios para diferentes plantas del género

Dalbergra, en el caso de D brownel, especie incluida en nuestro trabajo, no se
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han publicado datos de estudios quimicos mi farmacolégicos Es asi como
nuestros resultados, que vinculan a D browne! con propiedades analgésicas y
antuinflamatonas, corresponden al pnmer estudio que tiene como objeto la
valoracion de las acciones biolégicas de esta especie

El efecto analgésico para el Ext Db-h se observé en el modelo de formalina,
en la segunda fase que corresponde al penodo caractenzado por inflamacion, lo
que le valié su inclusién en el modelo de inflamacién por A-carragenina, donde se
observé un efecto antunflamatono significativo en los penodos de observacion
correspondientes a las 2, 5 y 6 horas Sin embargo, al igual que el efecto
analgésico demostrado, su actvidad antunflamatona fue discreta en
comparaciéon con AAS o indometacina, patrones para cada uno de los modelos
Pese a que la actvidad mostrada por el Ext Db-h no fuera marcada, es
necesano sefialar que son las concentraciones de sus constituyentes los que
determinan su potencia Lo que signffica que una vez que estos sean
dentfficados y aislados, podran ser objeto de ensayos mas especificos, y no se
descartan que posean capacidad para inhibir la biosintesis de prostaglandinas,
tal como fuera descrnito por Goda et a/ (1992), para los constituyentes de D

odonfera

Diplotropis purpurea (Rich.) Amshoff
Los resuitados obtenidos con la administracion del Ext Dp-t en los modelos
de dolor-inflamacién del test de formalina y de inflamaciéon inducida por A-

carragenina, en sus dos vertientes, curativa y preventiva, dejan clara evidencia
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de la capacidad que posee esta planta, perteneciente a la famiia Fabaceae,
para controlar los procesos inflamatonos y nociceptivos asociados a estos Un
dato adicional aportado por nuestro estudio, es que las propiedades
antunflamatonas encontradas para esta especie, no parecen estar determinadas
por su capacidad para modular las acciones ni de histamina ni de 5-HT Es
importante destacar que para esta especie no se han descrito estudios previos,
pero para otra especie del mismo género, D ferruginea, se han realizado un
numero significativo de investigaciones, las cuales incluyen la evaluacién de su
actividad antimicrobiana (Cerqueira et a/, 2011) y antunflamatoria y antoxidante
de sus constituyentes (Femandez et a/, 2001), as1 como los ensayos destinados
a descnbir sus pnncipales constituyentes Referente a este ultimo aspecto, uno
de los estudios quimicos realizados resulté en el aistamiento de un nuevo
compuesto, 3-metoxiflavona, 3-metoxi-6-O-prenil-6",6"-dimetiicromina-(7,8,
2".3")-flavona, a partr de D ferruginea, y de la cual denva su nombre,
diplofiavona (Jackson et al, 2005) Ademas de esta flavona, un compuesto
tnterpenoide con propiedades farmacolégicas bien defindas, el Lupeol
(Mohammad, 2009), habia sido ya descnto y aislado a partir del extracto
hexanico de la corteza de D ferruginea Benth (Almeida et al, 2003)

La valoraciéon de las acciones del triterpeno Lupeol (Figura 29), merece ser
desarrollada en este trabajo, ya que, aunque nuestro estudio no incluyd la
descnpcion fitoquimica para D purpurea, podriamos esperar que comparta

algunos de los constituyentes descritos para otras especies de! género De tal
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forma que cabe la posibiidad de la presencia de Lupeol entre sus

constituyentes, igual que fuera descnto para D ferruginea

Figura 29 Estructura quimica del tnterpeno
Lupeo!, aislado de Diplotropis ferruginea

Lupeol ha sido ampliamente estudiado por sus efectos antunflamatonos,
empleando tanto modelos i wvitro, como animales de expenmentaci6n Un
amplio estudio realizado por Femandez ef af (2001), mostré que la aplicacion
topica de lupeol en la oreja de ratones, alivié la inflamacion inducida por acetato
de tetradecanoil-forbol Este estudio mostré que la aplicacién tépica de lupeol
disminuye los niveles de mieloperoxidasa (marcador especifico de neutrdfilos)
causando asi la reduccién en la infiltracion de células en los tejdos inflamados
en ratones (Femandez et al, 2001) En este mismo estudio se demostré que el
potencial antunflamatorio de lupeol podria estar relacionado con una reduccién
en la sintesis de prostaglandina E2 (PGE2) Otro estudio realizado por
Fernandez et al (2001), demostrd que el extracto nco en lupeol obtenido a partir

de Pmmenta racemosa (especie ampliamente utiizado por los médicos de los
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paises en la region del Canbe para tratar dolencias inflamatonas), exhibe
actividad antunflamatona signfficativa en modelos animales (Femandez et a/,
2001)

Un estudio interesante fue llevado a cabo por Geetha et al (1999), quienes
reportaron por pnmera vez la utlidad de lupeol para tratar o reducir la
inflamaciéon en un modelo de artntis en ratones De igual forma, se han llevado a
cabo vanos estudios para definir los mecanismos moleculares mediante los
cuales lupeol inhibe o abroga los procesos Inflamatonos Es asi como para
lupeo! se han reportado acciones directas e indirectas, sobre vanas moléculas
que juegan un papel en el proceso inflamatorio Lupeol ha demostrado inhibir la
actividad de lipoxigenasa-1 de la soja (15-SLO) (Gutierrez-Lugo et al/, 2004)
Lupeol también ha sido capaz de disminuir la generacion de citoquinas pro-
inflamatonias tales como el TNFa y la interleucina B (ILB) en macréfagos
(Fermandez et al, 2001) Un estudio mas reciente suginé que el tratamuento
lupeo! puede inducir una reduccién en la inflamacién mediante la disminucion de
los niveles de citocinas tipo Il (IL4, IL-5 e IL-13) en un modelo de asma
bronquial en ratones (Vasconcelos ef al , 2008) Es de destacar que lupeol en su
dosis eficaz terapéutica no presentan toxictdad para las células y tejdos
normales

Los estudios presentados y muchos otros que nos quedan en el tintero, han
proporcionado informacién relevante para comprender las propiedades

farmacolégicas del lupeol, un compuesto obtenido a partir de fuentes naturales, y
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que de estar presente en el extracto metandélico del tallo de D purpurea, podna

exphicar los efectos antunflamatornios encontrados para esta planta

Fissicalyx fendleri Benth.

En el modelo de contorsiones abdominales desarrollado para valorar la
actividad antinociceptiva de los extractos, fue el Ext Ff-t el que generd la mayor
capacidad inhibitona, siendo muy cercana a la obtenida con AAS, patrén de
referencia para este ensayo Lo contrano ocumné en el modelo de nocicepcién
quimica por formalina, donde a pesar que inhibié en un poco mas del 50% los
eventos relacionados con la percepcion del dolor en la fase tardia del ensayo,
esta inhibicién fue infenor a cualquiera del resto de los extractos evaluados y
significativamente menor que para AAS y tramadol Asi como tampoco se
observd que aboliera o redujera la nocicepcion en los modelos de algesia
central, como lo son los ensayos en plato caliente y la fase inicial del test de
formahna

Dada la pobre o nula actividad analgésica mostrada por Ext Ff-t en los
modelos de nocicepcion, era de esperar que la administracion de este extracto
no produjera efecto antunflamatornio en el modelo de edema plantar inducido por
A-carragenina, tal como fuera corroborado en nuestro estudio

Fissicalyx es un género monotipico de plantas con flores perteneciente a ia
famila Fabaceae Su unica especie es la Fissicalyx fendlen, onginana del
Continente Amerncano, encontrada desde Panama hasta Brasil (Correa, 2004)

Al momento de realizar esta revision, no habian sido publicados datos de usos
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etnobotanicos mi de estudios farmacoloégicos para esta planta Asi, son los
hallazgos descrtos en nuestro estudio, los pnmeros datos de actividad biolégica

reportados para esta planta

Machaerium sp.

De los resultados obtemidos en nuestro estudio resalta la capacidad que
desarrollé el Ext Ms-t para inhibir la algesia en los modelos de nocicepcion
quimica y térmica En el ultimo de los casos, Ext Ms-t produjo un porcentaje de
analgesia significativo frente al grupo CMC, aunque nunca alcanz¢ valores
similares al tramadol En lo que respecta al dolor inducido por agentes quimicos,
este extracto no solo redujo significativamente el numero de contorsiones
provocadas por la administraciébn intraperntoneal de acido acético en ratones,
sino que ademas fue el que produjo una mayor reduccién del ttempo de lamida o
mordida en el modelo de nocicepcion por formalina, donde sus acciones fueron
mayores que para el resto de los extractos evaluados y no diferentes a las
obtenidas con tramadol y AAS en la fase tardia de este modelo Como ya se ha
mencionado con antenondad, para las sustancias que inhiban la nocicepcion en
el modelo de contorsiones y en la fase final del test de formalina, se espera que
generen paralelamente una modulacion favorable del proceso inflamatorio Este
principio se cumplié con el Ext Ms-t que redujo signfficativamente el edema
inducido por la administracién subplantar de A-carragenina en modelo munno
Resalta ademas el hecho de que dicho extracto fuera el que mayor porcentaje

de inhibicion presentara en el modelo curativo, donde sus efectos tendian a ser
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mayores que los presentados por el grupo que recibi6 indometacina,
especialmente en las dos ultimas determinaciones, a las 6 y 24 horas

Al momento de llevar a cabo nuestro estudio no se habia identficado la
especie del Ext Ms-t, sin embargo entre las plantas de la familia Fabaceae, los
reportes de identficacion de propiedades etnobotanicas o farmacologicas para
plantas pertenecientes al género Machaenum son escasas Entre los escasos
datos publicados es vinculante para nuestros hallazgos, el estudio fitoquimico y
farmacoldgico de Machaenum hirtum Vell , publicado por Ignoato et al (2013),
qutenes aislaron los constituyentes quimicos y reportaron actividad analgésica y
antinflamatona de los compuestos puros Cabe sefialar que estos autores
aislaron e identfficaron seis compuestos las flavonas swertisina e isovitexina, el
alcaloide 4-hidroxi-N-metiprolina, los tnterpenos friedelna y lupeol y los
esteroides B-sitosterol y estigmasterol

Ademas de las propiedades antes descritas para el lupeol, a continuacion
descnibimos los hallazgos farmacolégicos encontrados para fnedehina (Figura
30), otro de los constituyentes de Machaenum hirtum Vell, y que de ser un
componente fitoquimico del Ext Ms-t, podna guardar relacién con los efectos
antunflamatonos encontrados en nuestro estudio
Los efectos de fnedelina sobre la inflamacién fueron estudiados empleando
diferentes modelos de inflamacién experimental, incluyendo el edema plantar
inducido por A-carragenina, edema de la oreja inducido por aceite de crotén y
modelo de permeabilidad vascular inducida por acido acético Adicionalmente,

se evalud el efecto analgésico usando el ensayo de contorsiones abdominales,
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el test de formalina y la prueba del plato callente El efecto antipirético de
fnedelina se evalu6 mediante la prueba de la hipertermia inducida por la

levadura en ratas (Paulrayer et a/, 2011)

Figura 29 Estructura quimica del triterpeno
Fnedelina, aislado a partir de Machaenum
hirtum Vell

Los autores reportaron que el tnterpeno redujo significabvamente la
inflamacién en todos los modelos empleados En este estudio, fredelina también
produjo reduccién significativa de la actividad anaigésica en respuesta a las
contorsiones inducidas por acido acético y la respuesta de lamiendo o mordida
en el test de formalina En la prueba de la placa caliente, fnedelina no mostré
resultados significativos en comparacion con el control El tratamiento con

fnedelina mostré una reduccidon significativa y dosis dependiente de la dosis en

la pirexia en ratas
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Son estos datos, los descritos para los tnterpenos lupeol y freidelina,
identficados como constituyentes quimicos de Machaenum hirtum Vell , los que
nos llevan a proponer su presencia en el extracto de este género y cuya especie
no se ha logrado identificar

Podemos finalizar resumiendo que en el presente estudio se avaluaron los
efectos farmacolégicos de extractos metanélicos de diversas plantas panamefias
pertenecientes a la famiia Fabaceae, y que fueron en parte seleccionadas por
las acciones analgésicas y antunflamatonas descritas para diferentes especies
Leguminosae La actividad perfénca antinociceptiva fue evaluada mediante el
modelo de contorsiones abdominales inducidas por 4cido acético y la prueba de
formalina, en tanto que empleamos el modelo de plato caliente para valorar la
posible actividad central de los extractos

Con respecto al modelo de contorsiones abdominales inducidas por acido
acético (modelo de dolor visceral) que conduce a la liberacién de histamina,
bradicinina, prostaglandinas y serotonina (Adedapo, 2009) se observaron
vanaciones importantes entre los diferentes extractos Tanto los extractos que
mostraron un mayor efecto protector (Ext Ap-t, Ext Ff-t y Ext Ms-t), como los
que no demostraron actividad en este modelo (Ext Db-h y Ext Dp-t), fueron
probados en el modelo de dolor inducido por formalna como prueba
confirmatona Esta confirmacidén debe ser realizada puesto que, una desventaja
del modelo de contorsiones abdominales inducidas por acido acético es que otra
clase de medicamentos, como los antagonistas de los receptores adrenérgicos,

antihistaminicos, estimulantes del SNC, inhibidores de la monoamino oxidasa,
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antagonistas serotoninérgicos, relajantes musculares y neurolépticos, también
pueden mhibir las contorsiones abdominales, conductendo a posibles resultados
falsos positivos (Zhao et al , 2012, Borges et al , 2013)

La prueba de formalina es considerada el modelo analgésico que mejor se
correlaciona con el dolor clinico (Tjolsen et al, 1992) Los resultados reflejaron,
que todos los extractos ensayados no generaron efecto antinociceptivo en la
pnmera fase (0-5 min) pero si, un significativo efecto en fa segunda fase (15-30
min) La pnmera fase (neurogénica) la cual es evocada por la estmulacion
directa de la formalina sobre las fibras sensonales C, seguidas por la liberacion
de Sustancia P La segunda fase (inflamatona), principaimente debida a la
subsecuente reaccion inflamatona en el tejido penfénco mediante la liberacién
de mediadores inflamatornios que han sido asociados con el incremento de los
niveles de prostaglandina, induccién de ciclooxigenasa y liberacion de 6xido
mtrico  (Sulaiman, 2010) En los modelos de nocicepcion perférnca
medicamentos como AAS, inhiben preferencialmente la segunda fase, mientras
que los analgésicos narcéticos inhiben ambas fases El modelo de dolor inducido
por formalina sugiere que los extractos pueden actuar de manera similar a AAS
Para corroborar que los extractos no tenian accion analgésica central, la prueba
en el plato caliente fue conducida

El edema plantar inducido por A- carragenina en modelos animales evalda el
efecto antiedematoso de los productos naturales, durante la pnmera fase (antes
de 1 h) se liberan serotonina e histamina y la segunda fase (después de 1h) es

mediada por prostaglandinas, productos de la ciclooxigenasa y la continuidad
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entre ambas fases por cininas (Ymele, 2011) Los Ext Ap-t, Ext Db-h, Ext Dp-t y
Ext Ms-t mostraron una inhibicién significativa del edema plantar a diferentes
tiempos en el tratamiento preventivo, corroborando los resultados obtenidos en
la segunda fase (inflamatornia) de la prueba de formalina La reduccion del edema
inducido por A-carragenina en esta fase sugiere que pueden actuar a travées de la
via del metabolismo del acido araquidénico Esta respuesta antunflamatona fue
significativa en ratas pretratadas con indometacina

Para determinar el efecto del Ext Dp-t, diferentes agentes mediadores
inflamatonos se utilizaron para inducir el edema Tanto la histamina y serotonina
se caractenzan por el aumento de la permeabilidad vascular Nuestros
resultados demuestran que la loratadina o la ciproheptadina, utiizados como
medicamentos de referencia mostraron actividad significativa contra el edema
inducido por histamina y serotonina, respectivamente Mientras que el Ext Dp-t,
exhibi6 una reduccion no significativa del edema plantar inducida por histamina y
serotonina

En la obra de Beg (2011) se descrniben algunos constrituyentes de las plantas
incluidas en este estudio Se observa la presencia de terpenoides, alcaloides,
glucésidos y flavonoides (Cuadro Xl), algunos de los cuales que han sido
asociados con actividad antunflamatona Como por ejemplo, el Lupeol presente
en el Ext Ap-t, Ext-Db-h y Ext Ms-t, ha demostrado actividad antunflamatona
significativa en diversos modelos (Shewale et a/ , 2012)

La inflamacion y el dolor, juntos o por separado, representan un problema de

salud muy importante, por ello cada vez son objeto de un mayor nimero de
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estudios. Los experimentos en humanos para valorar las acciones
antinociceptivas de nuevas sustancias, son practicamente un reto,
fundamentalmente por la subjetividad de la que serian objeto, y sin duda, los
aspectos éticos la autolimitan. Por lo tanto, los modelos animales de
nocicepcion, con sus innumerables desventajas, aun representan la alternativa
mas ampliamente utilizada para evaluar sustancias con potencial actividad

analgésica y antiinflamatoria.

Cuadro XI. Constituyentes fitoquimicos reportados en las plantas estudiadas

Tratamiento Caracteristicas Fitoquimicas

Terpenoides (Lupeol); alcaloides (afilina; 5,6-dihidro-a-isoesparteina; 4-
Ext Ap-t hidroxiesparteina, forma 4qa; a-isoesparteina;, panamina, forma (-);
esparteina; sweetinine) (Phytochemical Dictionary of the Leguminosae,
1994)

Varios fitoconstituyentes han sido aislados de diferentes especies de
Ext Db-h Dalbergia como isoflavonoides,  neoflavonoides,  glucésidos,

cinamilfenoles, quinonas y furanos (Saha, 2013)

Estudios quimicos han reportado el aislamiento de flavonoides
Ext Dp-t (formononetin; 7-hidroxiflavonona, forma (R); isoliquiritigenin; liqui-ritigenin;
maackiain, forma (-)); terpenoides (lupeol) y esteroides (B-sitosterol y
estigmaterol) (Filho, 1973)

No se encontraron fuentes con descripcion fitoquimica del genero o de la

Ext Ff-t
especie evaluada

Flavonas: swertisina e isovitexina, el alcaloide 4-hidroxi-N-metilprolina,
Ext Ms-t triterpenos: friedelina y lupeol y esteroides: sitosterol y estigmasterol, han

sido aislados de Machaerium hirtum Vell. (Ignoato et al.,2013)




CONCLUSION



108

La actividad antinociceptiva de las plantas de Acosmum panamense,
Dalbergia brownei, Diplotropis purpurea, Machaenum sp y Fissicalyx fendlen,
ensayada empleando e! método de nocicepcibn quimica inducida por acido
acético reflejo que mientras Machaenum sp produjo una discreta accion
analgésica, Acosmium panamense y Fissicalyx fendlen, poseen una notable
acciéon penférnica En contra posicion, con los Dalbergia brownei y Diplotropis

purpurea que no produjeron cambios significativos en la percepcion del dolor

En el modelo de nocicepcidn por estimulo ténico inducido por formalina
uthzado como ensayo confirmatono del método de nocicepcidn quimica,
ninguna de las plantas de Acosmium panamense, Dalbergia brownei, Diplotropis
purpurea, Machaenum sp y Fissicalyx fendlen, mostro una inhibicion significativa
de la nocicepcién en la fase temprana pero si, en la fase tardia que evidencia la

accion analgésica penféenca

La determinacion de la actividad analgésica mediante estimulos nociceptivos
térmicos fue evaluada para las plantas de Acosmium panamense, Dalbergia
brownes, Diplotropis purpurea, Machaenum sp y Fissicalyx fendlen, donde los
Acosmium panamense, y Machaenum sp mostraron una discreta accién central
y el Fissicalyx fendlen no demostré actividad central Para Dalbergia browner y

Diplotropis purpurea se obtuvieron resultados no concluyentes
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La capacidad para prevenir la inflamacién inducida por A-carragenina en ratas
de los cinco extractos de plantas panameidas, Acosmium panamense, Dalbergia
brownei, Diplotropis purpurea, Machaenum sp y Fissicalyx fendlen fue evaluada,
encontrandose que los Acosmium panamense, Dalbergia brownei, Diplotropis
purpurea, Machaenum sp poseen actividad antunflamatona en contraposicion al
Fissicalyx fendlen que fue ineficaz en la inhibicion del desarrollo del edema
plantar

Se comroboro que los extractos ensayados, Acosmium panamense,
Diplotropis purpurea y Machaenum sp los cuales demostraron una evidente
actvidad antunflamatona en el modelo preventivo también poseen una
capacidad curativa ante la inflamacién inducida por A-carragenina en ratas

Al trabajar en los modelos de edema plantar inducido por histamina y
serotonina, se enfrentaron dfficultades en la disponibilidad de los extractos de las
plantas de Acosmium panamense, Diplotropis purpurea y Machaenum sp que
impidi6 la realizacién de los ensayos como se habia previsto No obstante, el
extracto ensayado, Diplotropis purpurea exhibié una reduccién no signfficativa

del edema inducido por los mediadores histamina y serotonina
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Acosmium panamense (Benth.) Yakoviev

Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Division Angiospermophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales

Familia Leguminosae

Subfamilia Papilionoideae

Género Acosmium
Especie Acosmium
panamense

Figura 31. Autor: Carmen Galdames. | Tomado del Sistema informacion
Imagenes en el Instituto Smithsonian de | sobre biodiversidad de Colombia.
Investigaciones Tropicales (STRI).

Nombres comunes: Malvecino (Panama), chichipate (El Salvador), balsamo
(México).

Sinénimo: Sweetia panamensis Benth, Leptolobium panamense (Benth.)
Sch. Rodr.& A.M.G. Azevedo, Dalbergia laevigata Standl.

Descripcién: es descrita como un arbol de hasta 1000 m de altura. Hojas
alternadas, imparipinnadas; raquis, delgadas, puberulentas, 6-12 cm de largo;
hojas 7-13, subopuestos, ovales a elipticos, de 3-8 cm de largo y 2-3 cm de
ancho, apice emarginado, base obtusa, haz glabra o casi glabra, lustrosa,
envés mas pdlido, subcoridceos, reticulados; peciolos ca. 3 mm de largo;
estipulas lineares, caducas. Inflorescencias paniculadas, ramificadas, axilares
en las hojas terminales, puberulentas, el raquis principal 8-14 cm de largo,

los secundarios 2-5 cm de largo; bracteas y bractéolas lineares, 1-3 mm de

Fuente de informacién: Herbario de la Universidad de Panama, el Instituto
Smithsonian de Investiaaciones Tropicales. Tropicos® v el CIFLORPAN.
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largo, caducas Flores numerosas, ca 6 mm de largo, calz 5-dentado,
turbinado-campanulado, 34 mm de largo, puberulento, los dientes ca 2 mm
de largo, agudos, persistente, pétalos 5, libres, blancos o cremas, subiguales,
hbres, espatulados, ca 4 mm de largo y 2-3 mm de ancho, largamente
unguiculados, estambres 10, filamentos iguales a los pétalos, ovano glabro,
2- 6 3 ovulado, estipitado Frutos oblongos o elipticos, 5-9 cm de largo y 2—
2 5 cm de ancho, conaceos, glabros, reticulados, indehiscentes, semillas 14,
subovadas, ca 8 mm de largo y 6 mm de ancho, lustrosas y color café-

rojizas

Distribucién Se distnbuye ampliamente en Belice, Colombia, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Nicaragua, Honduras, México y Venezuela En
Panama se encuentra en las provincias de Danén, Panama y el Area del

Canal

Usos industna maderable, la corteza es utlizada como antimalanco en El
Salvador, mientras que en México, la misma parte de la planta es utiizada
para alwar dolores de estémago, antmalanco, antthemorragico,
anticonceptivo y para el tratamiento de la sama y mordedura de serpientes

(Biblioteca Digitat de la Medicina Tradicional Mexicana)

Fuente de informacién Herbario de la Universidad de Panama, el Instituto
Smithsaman de Investinactones Tropicales. Trépicos® v el CIFLORPAN
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Dalbergia brownie (Jacq.) Urb.

Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Division Angiospermophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales

Familia Leguminosae

Subfamilia Papilionoideae

Género Dalbergia
Especie Dalbergia brownie

Figura 32. Autor: Steven Paton. | Tomado del Sistema informacion

Imagenes en el Instituto Smithsonian de | S0Pre biodiversidad de Colombia.

Investigaciones Tropicales (STRI).

Nombres comunes: Bejuco frijolillo y sisa guidup en Panama.

Sinénimos: Amerimmon brownie Jacq., Dalbergia amerimnum Benth.
Descripcion: Dalbergia brownie es un arbusto o arbol que alcanza hasta
1000 m de altura, a menudo densamente ramificado. Hojas 1-folioladas,
ovales de hasta 9.5 cm de largo y 5 cm de ancho, obtusas o afiladas
gradualmente, acumen vago o evidente, variable en la base, coriaceas,
lustrosas, puberulenta; peciolos ovales de hasta 0.2 cm de largo.
Inflorescencia cimosa-paniculada, mas cortos que las hojas; pedicelos 1.5
mm de largo, puberulentos; bracteas ovales o reniformes ovales hasta 1.5
mm de largo; bracteolas ovales a oblongas lanceoladas, 0.6-1 mm de largo;
flores con hipanto cerca de 4 mm de largo; estandarte estrechamente

oblonga a rectangular hasta 9 mm de largo; pétalos de ala estrechamente

Fuente de informacién: Herbario de la Universidad de Panama, el Instituto
Smithsonian de Investiaaciones Trobicales. Tropicos® v el CIFLORPAN.
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oblongas hasta 9 5 mm de largo, obtusa, estambres monadelfos, filamentos y
vaina casi de igual longitud, ovano pedunculado de 2-4 mm de largo, glabo a
minuciosamente puberulenta, estlo cerca de 15 mm de largo Frutos
pedunculados cerca de 03 cm de largo, oblongo, 1 2-3 5 cm de largo hasta
2 5 cm de ancho, obtusas en el apice, liso, bnllante, semillas planas, oblonga

o rectangular oblonga de hasta 1 5 cm de largo

Distribucién Se distnbuye ampliamente por Belice, Tnrudad y Tobago,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, El salvador, Honduras, México, Flonda y
Venezuela En Panama se encuentra en las provincias de Bocas del Toro,

Danén, Panama4, Veraguas, Colén, Los Santos, San Blas y el Area del Canal

Usos* industna maderable

Fuente de informactén Herbano de la Universidad de Panama, el Instituto
Smithsonian de Investiaactones Tronicales. Trénicos® v el CIFLORPAN
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Diplotropis purpurea (Rich.) Amshoff
L. Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Division Angiospermophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales

Familia Leguminosae

Subfamilia Papilionoideae

Género Diplotropis
Especie Diplotropis
purpurea

Figura 33. Autor: Rolando Pérez. | Tomado del Sistema informacion

Iméagenes en el Instituto Smithsonian de | SOPre biodiversidad de Colombia.

Investigaciones Tropicales (STRI).

Nombres comunes: Peonia (Venezuela), Sucupira (Brasil)

Sinénimos: Tachigali purpurea Rich., Diplotropis guianensis Benth.,
Dibrachion guianense Tul., Bowdichia guianensis (Tul) Ducke, Bowdichia
brasiliensis (Tul) Ducke

Descripcion: arbol de hasta 1000 m de altura. El tronco generalmente es
recto, cilindrico y con un didametro de hasta 40 pulgadas.

Distribucién: Se distribuye ampliamente en Bolivia, Brasil, Colombia,
Ecuador, Guyanas Francesas, Guyanas, Suriname y Venezuela.

Usos: industria maderable. No posee uso medicinal.

Fuente de informacion: Herbario de la Universidad de Panama, el Instituto
Smithsonian de Investioaciones Trobicales. Trépicos® v el CIFLORPAN.
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Clasificacion taxonémica

Reino Plantae

Division Angiospermophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales

Familia Leguminosae
Subfamilia Papilionoideae
Genero Fissicalyx
Especie Fissicalyx fendleri

Figura 34. Autor: Steven Paton. | Tomado del Sistema informacion
Iméagenes en el Instituto Smithsonian de | sobre biodiversidad de Colombia.
Investigaciones Tropicales (STRI).

Nombres comunes: palo de conejo

Sinénimos: Monopteryx jahnii Pittier

Descripcion: esta especie es un arbol de hasta 1000 m de altura. Las hojas
emergen aparentemente después de las flores de 4-14, por lo general 9 y
opuestas, ovales (pares basales) a eliptico- lanceoladas (pares distales),
aproximadamente 8 cm. de largo y 3 cm de ancho, membranosa, reticulada;
peciolos 2-10 cm de largo; raquis cerca de 15 cm. de largo, pubescentes,
estipulas lanceoladas, a menudo acuminados, el acumen hasta 1.5 cm de
largo. Paniculas terminales, ramas delgadas, racemosa, pedicelos cerca de
6 mm de largo, hirsuto; bractéolas proximal al caliz. Flores con hipanto
fusiforme en el brote, después tubular, eliptica extremidad, espataceas,
cerca de 10 mm de largo, hirsuto; estandarte orbicular, cerca de 12 mm de

largo, brevemente unguiculado, algo aracnoideo- velloso cerca de las puntas;

Fuente de informacion: Herbario de la Universidad de Panama, el Instituto
Smithsonian de Investigaciones Tropicales, Tropicos® y el CIFLORPAN.
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estambres con vaina cerca de 9 mm de largo, filamentos cerca de 2 mm de
largo, anteras oblongas cerca de 1 a 1 3 mm de largo, dehiscente por pares,
los poros terminales se exttenden hasta las ranuras laterales, ovano
estipitado cerca de 2 mm, estrechamente oblongo, aproximadamente 4 mm
de largo, densamente pubescente, estilo de 10 mm de largo Frutas planas,
56 cm de largo y 4-5 cm de ancho, estrechandose gradualmente y
finalmente se truncan en la punta, las alas ligeramente pubescentes, semillas

cerca de 17 cm de largo, color marrén rojizo

Distnbucidon Se distnbuye ampliamente en Brasil, Guyana y Venezuela En
Panama se encuentra en el Area del Canal Es un arbol con flores de color
amarnllo-anaranjado, florece a finales de la estacion seca en Panama
(marzo)

Usos. industna maderable

Fuente de informacion Herbarno de la Universidad de Panama, el Instituto
Smithsonian de Investiqaciones Tropicales. Tropicos® v el CIFLORPAN
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Machaerium sp

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae

Division Angiospermophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales

Familia Leguminosae

Subfamilia Papilionoideae
Género Machaerium
Especie sp

Tomado del Sistema informacion

sobre biodiversidad de Colombia.
Figura 35. Autor: Annette Aiello.

Imagenes en el Instituto Smithsonian de
Investigaciones Tropicales (STRI).

Descripcion:

Arbustos, arboles o lianas lefiosas de alta escalada, la savia es de color
naranja o rojo. Hojas imparipinnadas, pocas a numerosas, alternas; estipeles
ausentes; estipulas a menudo espinescentes. Racimos axilares o terminales,
a menudo numerosas; bracteas generalmente pequenas; bractéolas
generalmente persistentes. Flores pequefias, a menudo densas, hipanto
truncado, dientes muy cortos, por lo general truncados u obtusos; estandarte
amplio, por lo general emarginado; ala y pétalos coherente distalmente a lo
largo del margen inferior; estambres 10, monadelfos o diadelfos y a menudo
con 2 fasciculos de 5 estambres, anteras pequefas, por lo general basifijas,

longitudinalmente dehiscente; estipite del ovario rodeado por un collar

Fuente de informacion: Herbario de la Universidad de Panama4, el Instituto
Smithannian de Investiaaciones Trobicales. Tronicos® v el CIFLORPAN.






