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VHTS: seleccion de alto rendimiento virtual.
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Resumen:

El dolor es una sintomatologia la cual se encuentra presente en la gran mayoria de los
malestares, una via de tratamiento econémica y muy usada por la poblacion en general, es
el uso de plantas medicinales, principalmente como té o agua de tiempo, estas presentan
principios activos con efectos terapéuticos, algunos de los cuales ya han sido reportados en
la literatura cientifica, sin embargo muchas especies vegetales ya usadas en la medicina
tradicional adn no han sido estudiadas a profundidad. En el presente trabajo se
seleccionaron especies vegetales de los géeneros Bidens, Buddleja, Zaluzania y Matricaria
del estado de Hidalgo, con usos terapéuticos en la medicina tradicional, de las cuales existe
informacion de sus metabolitos secundarios bioactivos reportados en la literatura cientifica,
a estas especies vegetales se les hicieron extractos con disolventes organicos en orden
creciente de polaridad (hexano, acetato de etilo y etanol), se determino la toxicidad aguda
por el método de Lorke para cada extracto, posteriormente se evaluo su efecto analgésico a
nivel gastrico con la prueba de contracciones abdominales y finalmente se identificaron
metabolitos bioactivos en la especie de Matricaria chamomilla con el uso de RMN *H y se
realizd un estudio tipo docking que indica su posible efectividad comparando con
principios activos de farmacos actualmente disponibles y el estudio docking propone una
propuesta de mecanismo de accion de estos metabolitos de Matricaria chamomilla.
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Abstract:

Pain, is a symptomatology that it is possible to find in the majority of the physical
discomfort, one way of economical treatment is by using medical plants to prepare teas and
drinking it like fresh water. These infusions, have active principles with therapeutic effects,
some of them have already reported and quoted on scientific research. However, in
traditional medicine there are many species of vegetable already used in the same custom
but have not been studied deeply. In this research, endemic vegetal specie from Hidalgo
State of the variety Bidens, Buddleja, Zaluzania y Matricaria were selected due to its
therapeutic uses in traditional medicine the ones, already exist information around its
bioactive secondary metabolisms and reported in scientific researches. In this particularly
investigation at first, extracts were made by using organic solvents in polarity growth order
(hexane, ethyl acetate and ethanol), afterwards its sharp toxicity was determined by the
Lorke method for each extract subsequently, its analgesic effect was evaluated in a gastric
level with the test abdominal contraction and finally, bioactive metabolisms were identified
in Matricaria chamomilla. By using RMN *H it was made a study type Docking that
indicates its possible effectiveness compared with drugs active principles currently
available and the Docking study suggest and propose an action mechanism of Matricaria
chamomilla’s metabolism.
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l. Introduccidn

El dolor, es un mecanismo de defensa que alerta del posible dafio a un organismo, es un
sintoma frecuente dentro de la gran mayoria de las enfermedades y lesiones, en especial
cuando la enfermedad es cronica y sus causas son fisioldgicas, psicologicas y sociales. Con
lo anterior un gran gasto econémico se da en el tratamiento de la sintomatologia del dolor
1,2).

En la actualidad, existen opciones para regular o disminuir el dolor, como los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) sin embargo muchos de estos farmacos presentan
efectos no deseados, pueden causar desde molestias gastrointestinales, hipersensibilidad, asi
como riesgo potencial de infarto al miocardio (3). Por lo tanto, es necesario seguir
investigando opciones de tratamiento. Las plantas medicinales en México son un potencial

importante como fuente de nuevos principios activos analgésicos y desinflamatorios.

Las especies vegetales seleccionadas de los géneros de Bidens, Buddleja, Zaluzania y
Matricaria, presentados en este trabajo han sido reportadas en la medicina tradicional para
tratar el dolor, del mismo modo los antecedentes experimentales indican la presencia de
sustancias quimicas con efecto analgésico en especies cercanas taxonémicamente a estas,
por lo que son usadas en el tratamiento de la sintomatologia del dolor, sin embargo aparte
de los metabolitos responsables del efecto terapéutico, estas especies vegetales presentan un
gran numero de sustancias con actividad bioldgica, en diferentes concentraciones, las

cuales podrian causar efectos de sinergismo o incluso efectos no deseados.

Por lo anterior en el presente trabajo se evalu6 la dosis letal media (DLsp), de los extractos
obtenidos a partir de las especies vegetales seleccionadas como remedios tradicionales
contra el dolor. Con el fin de identificar la existencia de algun efecto analgésico se realiz
la prueba de contracciones abdominales (Prueba de Writhing réflex para especies de
Bidens, Buddleja, Zaluzania), para posteriormente la identificacion de los metabolitos
secundarios de Matricaria chamomilla y realizar un estudio de tipo docking, con el objetivo
de comparar la posible eficacia de los metabolitos secundarios frente a los principios

activos presentes en los farmacos disponibles actualmente (Tales como indometacina,

13



diclofenaco, etc). Con lo anterior se da una idea de su posible mecanismo como principio

activo de tipo analgeésico.

I1. Antecedentes

1.1 Generalidades

11.1.1 Productos naturales

Un producto natural es todo compuesto de origen organico o inorganico, que se encuentre
en la naturaleza y que pueda ser procesado y utilizado por el hombre (4, 5). Generalmente,
en el area de quimica organica, se consideran como productos naturales a aquellos
provenientes principalmente de plantas, hongos, bacterias y organismos marinos, los cuales
llevan a cabo dos tipos de metabolismo, el primario y el secundario. EI metabolismo
primario es aquél en el cual los organismos sintetizan y convierten sustancias para
sobrevivir a partir de compuestos simples como el CO,, H,O, N, y algunos metales, que
son transformados en polisacaridos, proteinas y é&cidos nucleicos, los cuales son
considerados los blogues fundamentales de la materia viva. Este tipo de metabolismo lo
llevan a cabo todos los organismos vivos. Otro proceso que generalmente se presenta en las
plantas, dando diferentes productos de acuerdo al tipo de especie, es el llamado
metabolismo secundario. Los productos formados por este metabolismo se conocen como
productos naturales y como ejemplos se pueden mencionar a los terpenos, los alcaloides y
los pigmentos. Aunque estos metabolitos en principio no son esenciales para la existencia
del organismo, juegan un rol importante en la supervivencia o prevalencia de unas especies
sobre otras, ya que se piensa que tienen funciones de defensa, como atrayentes sexuales,

marcadores territoriales, etc. (6-8).
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Il. 1.2 La medicina tradicional

El uso de la Medicina Tradicional es ancestral y data desde que el hombre descubrié que
podia emplear los recursos que le rodeaban para curar sus enfermedades y dolencias. Dicha
informacion ha sido transmitida en forma oral o en codices y otros escritos. Por esta razon,
se conoce que las plantas contienen principios activos de accion terapéutica, que pueden
emplearse para tratar los trastornos patolégicos y contribuir a la conservacion de la salud
(1,9, 10).

Las plantas se presentan como una fuente importante de productos naturales con actividad
bioldgica y se consideran una via prometedora para el descubrimiento de nuevos farmacos
debido al facil acceso y coste relativamente bajo (1, 2, 10). El desarrollo de las hierbas
medicinales con eficacia probada y seguridad, brinda una fuente importante para aumentar

el acceso de la poblacion a los medicamentos y ofrecer nuevas opciones terapéuticas.

Uno de los malestares mas comunes es el dolor, con diferente grado de intensidad,
localizacién y caracteristicas (10), este malestar ha sido y es uno de los principales
objetivos de tratamiento por la medicina tradicional como por la medicina moderna, asi que
no debe sorprender que una vez mas se recurra a la medicina tradicional para buscar nuevas

soluciones a este padecimiento, ya que esta ha tratado estos males con éxito en el pasado.

11.1.3 Dolor

El dolor es una experiencia sensorial multidimensional que es intrinsecamente desagradable
y se asocia con dafio y sufrimiento, el dolor es un componente presente en la mayoria de
enfermedades y dolencias, con diferencia en su intensidad, localizacion y tipo. Lo anterior
hace que el dolor sea uno de los principales sintomas al ser tratados en los pacientes. Las
caracteristicas en las que puede variar el dolor son: intensidad (leve, moderada o grave), la
calidad ( ardor agudo o sordo ), la duracién ( transitoria , intermitente o persistente), y la

derivacion (superficial o profunda, localizada o difusa). Aunque es bésicamente una
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sensacion, el dolor tiene componentes cognitivos y emocionales fuertes y esta vinculado en

términos de sufrimiento (9-15).

El dolor se asocia con reflejos motores para evasion de dafio o posibilidad de peligro.
Aunque tendemos a pensar en el dolor como una entidad homogénea sensorial, existen
varios tipos distintos: nociceptivo, inflamatorio, neuropatico y funcional (Figura I1.1). Los
mecanismos neurobioldgicos responsables de estas variedades de dolor estdn empezando a
ser definidos lo cual proporciona informacion sobre como distintos tipos de dolor se
generan por diversos factores etioldgicos, en los pacientes (1, 11, 15-17). Ademaés, ahora
podemos esperar pasar de un enfoque terapéutico empirico a uno que esta dirigido
especificamente a los mecanismos particulares del tipo de dolor experimentado por un
paciente individual. Aunque el tratamiento analgésico actual se dirige a suprimir o controlar
los sintomas, las intervenciones futuras tienden a abordar el desarrollo del dolor desde los

mecanismos que lo originan a nivel molecular (11).

11.1.3.1 La clasificacion del dolor.

El dolor se puede dividir basicamente en dos grandes categorias: adaptativos vy
desadaptativos. Dolor de adaptacion contribuye a la supervivencia mediante la proteccién
del organismo de una lesion o la promocion de la curacion cuando se ha producido la
lesion. Dolor desadaptativo, en el otro extremo es una expresion patoldgica del sistema
nervioso, el dolor se convierte en la enfermedad. La experiencia sensorial del dolor agudo
causado por un estimulo nocivo estad mediada por un sistema sensorial especializado de alto
umbral, el sistema nociceptivo. Este sistema se extiende desde la periferia a través de la
médula espinal, el tronco cerebral y el talamo a la corteza cerebral, donde se percibe la
sensacion. Para evitar dafios en el tejido y 6rganos, nosotros como seres vivos hemos
aprendido a asociar ciertas categorias de estimulos con el peligro que hay que evitar si es
posible. Esta asociacion se forma mediante la vinculacion de los estimulos nocivos con una
sensacion que es intensa y desagradable, es decir, el dolor. La sensacion de dolor debe ser
lo suficientemente fuerte que exige la atencidén inmediata y en consecuencia derive en una
accion inmediata (11, 14, 16, 17).
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A. Dolor nociceptivo
Estimulo nocivo externo

Dolor
Calor Respuesta auténomica
Frio Reflejo de retirada

fuerza mecania

¢ (S,

e \ - sce pis
; / o —np Cerebro
Irritantes ,..'

Quimicos
Neurona sensorial nociceptiva Medula espinal

Vo "’,f

B. Dolor inflamatorio

Inflamacién Doootospontanooo.
nipersensiDiBcad aolor
Macrofagos EY & pusst. : Asoainia
Mastocitos 5. N puesta b
Neutrofsos » — ,)\ Hiperaigesia
P \ :1 —

Dano tisutar >
~ / ° —p Cerebro
—

Medula espinal
Neurona sensorial nociceptiva

= - Dolor espontaneo
C. Dolor neuropatico % hipersensibilidad de dolor

i S B

-~ Nervio periferico ° /_. Cerebro

Medula espinal dafada

- Nervios y tejidos
D. Dolor funcional perifericos normales Dolor espontaneoc
> hipersensibilidad de dolor

Ny
T

Procesamiento
central anormal

Figura 11.1. Los tipos primarios de dolor.(11)

Este sistema de dolor nociceptivo es un dispositivo clave de alerta temprana, un sistema de
alarma que anuncia la presencia de un estimulo potencialmente dafiino. EI dolor
nociceptivo se debe controlar sélo en situaciones clinicas especificas, como durante la
cirugia o procedimientos médicos que dafian el tejido y después de un trauma. Es
importante que este sistema no pueda desactivarse cronicamente, porque la pérdida de su
funcion de proteccion conduce inevitablemente a dafios en los tejidos, como ejemplo la
mutilacion auto-inducido de la lengua y los labios, la destruccién de las articulaciones,
pérdida de la punta de los dedos, y las Glceras por presion. Por lo tanto el dolor nociceptivo

es una sensacion fisiologica vital (11, 17, 18).
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En los pacientes con insensibilidad congénita al dolor debido a una mutacion de la tirosina
del factor de crecimiento del nervio receptor de quinasa A, resulta en una pérdida de las
neuronas sensoriales de alto umbral, esto reduce la esperanza de vida (2). Si se produce
dafio a los tejidos, no hay cambios necesarios del cuerpo para la proteccion contra
estimulos nocivos, tampoco promocion de la curacién del tejido lesionado. El dolor
inflamatorio se usa para llevar a cabo este objetivo. En un estado de inflamacion, se
aumenta la sensibilidad de tal manera que los estimulos a la parte afectada que
normalmente no causan dolor, ahora lo hacen. Como resultado de ello, evitamos el contacto
0 movimiento de la parte lesionada hasta que la reparaciéon esté completa, minimizando
dafios mayores. El dolor inflamatorio generalmente disminuye a medida que el dafio es

reparado (11).

Aunque el dolor inflamatorio es adaptativo, la evolucion no ha tenido en cuenta la
capacidad de infligir lesiones selectivas (ejemplo, someterse a cirugia) o sobrevivir un
trauma severo. Tenemos que ser capaces de gestionar activamente el dolor inflamatorio
después de la cirugia o trauma, asi como en pacientes con enfermedades inflamatorias,
como la artritis reumatoide, sin necesidad de retirar o activar severamente el sistema de
alerta del dolor nociceptivo o menoscabar el proceso de curacion, permitiendo excesiva
inflamacion o dafiando tejido en formacién. El objetivo es normalizar la sensibilidad al

dolor, no eliminarla (11, 16).

El dolor neuropético puede ser el resultado de lesiones en el sistema nervioso periférico,
como en pacientes con polineuropatia diabética o el SIDA, como en pacientes con lesién de
la médula espinal, la esclerosis mdltiple, o un accidente cerebrovascular (11). Dolor
funcional es un concepto que se ha desarrollado durante la evolucion, siendo una forma de
sensibilidad al dolor, sin déficit neuroldégico o anormalidad periférica que puedan ser
detectados. El dolor se debe a una respuesta anormal de la funcion del sistema nervioso, en
el que aumentaba la intensidad o la sensibilidad del aparato sensorial amplificando
estimulos que normalmente serian inofensivos. Varias condiciones comunes tienen
caracteristicas que pueden colocarse en esta categoria: por ejemplo, la fibromialgia, el
sindrome del intestino irritable, algunas formas de dolor toracico no cardiaco, y la cefalea
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tensional. No se sabe por qué el sistema nervioso central de los pacientes con dolor

funcional muestra la sensibilidad anormal o hiperreactividad (11, 16).

Las causas son diferentes en el inflamatorio, neuropatico y funcional, comparten algunas
caracteristicas. El dolor en estos sindromes puede surgir de forma esponténea en la aparente
ausencia de cualquier estimulo periférico, o puede ser evocada por estimulos que
generalmente no presentan riesgo al tejido u 6rganos. El dolor evocado puede surgir a partir
de un estimulo normalmente inocuo, como un toque de luz a la piel en un paciente con
neuralgia, o puede ser una respuesta exagerada y prolongada a un estimulo nocivo. La
primera condicion se llama alodinia e hiperalgesia este dltimo. El dolor espontaneo y
cambios en la sensibilidad a los estimulos son caracteristicas fundamentales de la clinica
del dolor, que lo distinguen de dolor nociceptivo, en la que el dolor se produce sélo en la
presencia de un estimulo intenso o nocivo. Dado que el dolor nociceptivo constituye
nuestra experiencia cotidiana del dolor, la falta de un estimulo periférico identificable en
algunos pacientes puede llevar a la suposicion de que su dolor es " histeria™ en su origen.
Sin embargo, el aumento de la sensibilidad del sistema nervioso durante el dolor
inflamatorio, neuropatico, o funcional puede conducir a dolor en ausencia de cualquier

estimulo periférico nocivo (11, 16, 19).

11.1.3.2 Mecanismo del dolor.

Multiples mecanismos que producen dolor han sido identificados; incluyendo a la
nocicepcion, sensibilizacidn periférica, interruptores fenotipicos, la sensibilizacion central,
reorganizacion estructural y disminucién de la inhibicion . En el caso de la nocicepcion es
el Unico mecanismo que causa dolor nociceptivo y comprende los procesos de
transduccion, conduccion, transmision, y percepcion. Transduccion es la conversion de
un estimulo térmico, mecénico, o quimico nocivo en actividad eléctrica en las terminales
periféricas de las fibras sensoriales nociceptivas. Este proceso esta mediado por los canales
idnicos de los receptores especificos expresados sélo por los nociceptores (Figura 11.2). La
conduccion es el paso de potenciales de accion de la terminal periférica a lo largo de los

axones a la terminal central de los nociceptores en el sistema nervioso central, la
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transmisién es la transferencia sindptica y modulacién de la sefial del estimulo de una
neurona a otra. En el caso de una reorganizacion estructural y la disminucion en la
inhibicion, son casos Unicos para el dolor neuropatico, mientras que la sensibilizacion
periférica ocurre en los procesos inflamatorios y algunas formas de dolor neuropético
(neuralgia postherpética, forma documentada). La sensibilizacion central, contribuye a un
dolor inflamatorio, neuropatico, y funcional. Debe quedar claro que lo anterior son
mecanismos de generacion de dolor y no son sinénimos de sindromes de dolor. Sin
embargo los mecanismos pueden ser objeto de tratamiento, y por eso debemos desarrollar
herramientas de diagnostico para identificar las etapas de los mecanismos que hayan
sufrido alteraciones, asi como agentes farmacoldgicos especificos para ciertos mecanismos

o fases puntuales de estos mecanismos (11, 14, 17).

A) La nocicepcion (Figura 11.2)

La nocicepcion es la percepcion de estimulos nocivos, se inicia por estimulos que activan
las terminales periféricas de los nociceptores, un subconjunto altamente especializado de
neuronas sensoriales primarias que responden solo a los estimulos intensos. Los
nociceptores no tienen mielina o estan finamente mielinizadas en sus axones. Las
propiedades receptivas de estas neuronas sensoriales estan determinadas por su expresion
de receptores de canales ionicos de transduccién, los cuales tienen un alto umbral de
activacion a los estimulos externos. Muchos, pero no todos, de estos transductores se han
identificado, incluyendo los que causan la respuesta al calor nocivo (> 42 ° C) y frio (< 10 °

C) e irritantes quimicos directos, tales como la capsaicina (Figura 11.2)(11, 13, 20).

Los canales ionicos de transduccion son canales de cationes no selectivos que no dependen
de voltaje pero que se activan por la temperatura, agentes quimicos, y las fuerzas de tipo
mecanico. Una vez que se activan los canales, los iones de sodio y de calcio fluyen en la
terminal periférica de los nociceptores, produciendo una corriente hacia el interior que
despolariza la membrana. Si la corriente de despolarizacion es suficiente para activar los
canales de sodio dependientes de voltaje, ellos también se abren, despolarizando ain maés la
membrana y se da el inicio de una rafaga de potenciales de accidn, la frecuencia y la
duracion de estos reflejan la intensidad y duracién del estimulo nocivo (11, 13).
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La presencia, especificidad, y el umbral de los transductores nociceptivos es el primer y
mas importante filtro en la activacion de la nocicepcion y define las diferentes clases de
neuronas sensoriales primarias: unimodales, que reaccionan solo a una forma de estimulo
(ejemplo, calor nocivo) o polimodal, que reaccionan a varios tipos de estimulos. Las
neuronas sensoriales primarias de tipo Polimodal son mas comunes que la variedad
unimodal. Algunas neuronas nociceptivas son efectivamente silenciosas, es decir, no son
capaces de reaccionar en circunstancias normales ante cualquier estimulo que no dafie al
tejido, porque el umbral basal de activacion de los transductores es muy alto, solo frente a

estimulos nocivos se veran activas (11, 21).

Si se inician los potenciales de accion por un estimulo nocivo aplicado a la terminal
periférica de un nociceptor, que se llevan a cabo desde la periferia hacia el sistema nervioso
central a lo largo del axén de la neurona sensorial, que corre a través de los nervios
periféricos para el ganglio de la raiz dorsal y en la médula espinal a través de la raiz dorsal,
donde las terminales centrales de las neuronas hacen contacto sinaptico con las neuronas
del asta dorsal. Si fuera posible bloquear selectivamente los canales de sodio, como es el
caso de los anestésicos locales que bloguean solamente el dolor y dejan una sensacion
inocua, las respuestas motoras y la respuesta autondémica quedarian intactas y podrian
desarrollarse. Todos los bloqueadores de los canales de sodio disponibles en la actualidad
tienen un indice terapéutico pobre porgue son no selectivos, actla sobre los canales de

sodio en el sistema nervioso central, periférico y el sistema cardiovascular (11, 19, 21).
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A.Transduccion Nociceptiva

Nav 1.8/1.9 Terminal periferica de nociceptor

calor \Frio ATP
Estimulo mecanico

Capsaicina

B. Sensibilizacion periferica

Nav 1.8/1.9

C. Cambio de trancripcion en la raiz del ganglio dorsal

NGF
Canal dependiente

de voltaje

Mediador
inflamatorio

Receptores
Canales ionicos
Transmisores
Proteinas
estructurales

Celula

Figura 11.2 Contribuciones Primarias de las neuronas sensoriales del dolor(11)

B) La sensibilizacion periférica
Una lesion con inflamacion de los tejidos trae como consecuencia cambios profundos en el
entorno quimico de la terminal periférica de los nociceptores. Las células dafiadas liberan

contenidos intracelulares, tales como el ATP (Adenosin trifosfato) y iones K*, el pH
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disminuye, hay presencia de citocinas, quimocinas y factores de crecimiento, estos se
producen por las células inflamatorias reclutadas en el sitio de la lesion. Algunos de estos
factores acttan directamente en la terminal de nociceptores para activarlo y producir dolor
(nociceptores activadores), y otros sensibilizan a la terminal de modo que se convierta en
hipersensible a estimulos subsiguientes (nociceptores sensibilizados) EI Adenosin trifosfato
(ATP), por ejemplo, se libera en cantidades milimolares por las células dafiadas en el
espacio extracelular. La activacion de los receptores P2X3 en los nociceptores por el ATP
permite la deteccién inmediata de dafio a los tejidos. Los protones, por el contrario, se
acumulan lentamente después del dafio en el tejido y actlan sobre los canales idnicos
sensibles a los acidos. La prostaglandina E; y el factor de crecimiento del nervio se unen a
receptores acoplados a proteinas G y receptores de la tirosina quinasa A, respectivamente,
para alterar la sensibilidad de la terminal sin producir activacion de los nociceptores de
manera directa. La bradiquinina, activa y sensibiliza a la terminal a travées de su receptor B,.
Receptores de bradiquinina B; se expresan solo después de la lesién o inflamacion.(11, 18,
19)

La produccion de prostaglandinas en el sitio de la lesion del tejido, es un elemento
importante de la reaccién inflamatoria, como resultado de la generacion de é&cido
araquidonico de los fosfolipidos de membrana por la fosfolipasa A,. La ciclooxigenasa-2
(COX-2) convierte el acido araquidonico en prostaglandina H, que se convierte en especies
de prostanoides especificos, tales como la prostaglandina E,, por sintasas de prostaglandina.
La ciclooxigenasa-2, la fosfolipasa A, y sintasas de prostaglandina E son enzimas
inducibles y que no se encuentran presentes en la mayoria de los tejidos no inflamados. Se
induce la ciclooxigenasa-2 en respuesta a la interleucina-1 y el factor alfa de necrosis
tumoral (TNF-a). Debido a que esta induccién ocurre varias horas después de la iniciacion
de la inflamacién, AINES o agentes selectivos de la COX-2 no tienen efecto sobre el dolor
nociceptivo inflamatorio o inmediato; Sin embargo, estos tienen una accion analgésica
inmediata en condiciones tales como la artritis reumatoide, en donde la COX-2 se expresa

de manera crénica como resultado de una inflamacion constante (11, 13, 18, 19).
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Ciertos agentes sensibilizantes, tales como la prostaglandina E,, reducen el umbral de
activacion de terminales del nociceptor y aumentan la capacidad de respuesta de la terminal
mediante la union a receptores especificos expresados en la membrana de la terminal de los
nociceptores (ejemplo el receptor de la prostaglandina E). Estos receptores estan acoplados
a quinasas intracelulares en el citoplasma de la terminal. La activacion de la adenilciclasa
por la prostaglandina-E aumenta los niveles de monofosfato de adenosina ciclico, que
activa el ciclo de adenosina monofosfato dependiente de la proteina quinasa-A. La
liberacién de las reservas de calcio a partir de los microsomas en la terminal, permitiendo la
entrada de calcio a través de canales i6nicos en la membrana, activa la proteina quinasa-C
dependiente de calcio. La proteina quinasa-A y proteina quinasa-C fosforilan los
aminoacidos serina y treonina en muchas proteinas. La fosforilacion de proteinas constituye
un proceso posterior a la traduccién, un cambio en la composicidn quimica de una proteina
producida después de su sintesis (o traduccién) a partir de ARN mensajero. Tal
fosforilacion puede alterar drasticamente la actividad de los receptores y canales ionicos. El
canal receptor transductor de potencial transitorio V1 sensible al calor, por ejemplo,
normalmente tiene un umbral de activacion de 42 ° C, la temperatura a la que comenzamos
a experimentar una sensacion térmica dolorosa. Después de su fosforilacion, el umbral
disminuye cerca de la temperatura normal del cuerpo. La produccién de la prostaglandina
E, después de la induccién de la COX-2, en casos como quemaduras de sol, hace que el
umbral de dolor debido al calor disminuya. Este efecto, que se limita al sitio de la
inflamacion, explica el dolor ardiente experimentado en respuesta a una ducha caliente en

las personas con quemaduras solares (9, 11, 17, 18).

El umbral y la cinética de los canales de iones de sodio dependientes de voltaje, como el
Navl.8, también se ven alterados por la fosforilacion, causando un aumento de la
excitabilidad de la membrana. Con esto mas potenciales de accion se producen en la
terminal de los nociceptores. Debido a que varios sensibilizadores estan presentes
(prostaglandina E,, el factor de crecimiento nervioso, y bradicinina), el bloqueo de la
produccion de una solo de estas sustancias en cualquier momento no eliminara la
sensibilizacion periférica. Este factor contribuye al efecto techo de farmacos tales como los
inhibidores de la COX-2. La sensibilizacion periférica disminuye el alto umbral y los
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nociceptores silenciosos, ademas juega un papel importante en el aumento de la

sensibilidad al dolor en el sitio de la lesion o inflamacion(9, 11).

C) Regulacion de las neuronas sensoriales en transcripcion y post-transcripcional:

Las propiedades funcionales, la excitabilidad intrinseca, y la susceptibilidad a los agentes
farmacologicos de las neuronas sensoriales no son fijos, sino mas bien dependen de la
naturaleza y los niveles de las diferentes proteinas expresadas por las neuronas sensoriales.
Por ejemplo, después de la inflamacion periférica, hay un aumento en el nivel del receptor
de potencial transitorio de canal V1 sensible al calor en la terminal periférica de los
nociceptores esto da un aumento de sensibilidad periférica al calor, también hay un
incremento en los niveles de los moduladores sinapticos como: la sustancia P y el factor
neurotréfico derivado del cerebro y la amplificacion de la entrada central en la médula
espinal. Estos cambios resultan en un aumento de la produccion del factor de crecimiento
nervioso en el tejido inflamado. Este factor de crecimiento se transporta desde la periferia
hacia el cuerpo celular de la neurona sensorial en el ganglio de la raiz dorsal, donde activa
vias de sefializacion intracelulares que incluyen a la proteina quinasa p38. Después de una
lesion axonal periférica, el nimero de receptores u opiaceos disminuye y el nimero de 023
subunidades de canales de calcio aumenta, lo que contribuye a la reduccién de la
sensibilidad a la morfina y aumento de la sensibilidad a la gabapentina. Las alteraciones en
la expresion y distribucion de los canales de iones de sodio y potasio, después de la lesion
del nervio, aumenta la excitabilidad de la membrana de tal manera que impulsos anormales
comienzan a ser generados sin ningun estimulo periférico; esta excitabilidad sin causas

externas es un factor importante para el dolor neuropatico espontaneo (11, 20).

D) Sensibilizacion central

De la misma manera que las terminales periféricas de los nociceptor se pueden sensibilizar,
las neuronas nociceptivas de transmision centrales en el cuerno dorsal de la médula espinal
o en el nucleo espinal del nervio trigémino también pueden ser sensibilizadas. La
sensibilizacion central y periférica son las principales causas de la hipersensibilidad al dolor
después de una lesion. La sensibilizacion central amplifica y facilita la transferencia
sindptica de la terminal central de los nociceptores a las neuronas del asta dorsal.
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Inicialmente, se activa en las neuronas centrales por la entrada de nociceptores en la médula
espinal (es decir, que es dependiente de la actividad). Mas tarde, se mantiene mas alla del
estimulo inicial por los cambios transcripcionales en la maquinaria molecular de la célula (
es decir , se convierte en dependiente de la transcripcion ). En general, las alteraciones
subyacentes de sensibilizacion central son similares a los que producen sensibilizacion
periférica. Quinasas intracelulares se activan, lo que lleva a la fosforilacion de los canales
idnicos y de receptores, ademas ciertos genes se indujeron en consecuencia a los procesos
antes mencionados Yy proceden a cambiar el caracter quimico o fenotipo de la neurona. La
sensibilizacion periférica y central son una expresion de la plasticidad o modificabilidad del
sistema nervioso, que se amolda a las nuevas funciones en respuesta a las entradas de
estimulos que son cambiantes (en este caso, la lesion tisular). Segundos después de un
bombardeo masivo de entrada sensorial a partir de un tejido lesionado o un nervio dafiado,
las neuronas de la médula espinal que reciben este estimulo sensorial se vuelven
hipersensibles. Después de esta reaccién, los insumos que normalmente habria sido
indetectables ahora evocan salidas, es decir, estimulos que normalmente son inocuos,
como un toque de luz solar en la piel, ahora provocan dolor y areas fuera del sitio de una

lesion producen sensaciones de dolor (hiperalgesia secundaria) (11, 16, 18, 20).

Un ejemplo de como los genes activados modifican la quimica de una neurona es la
induccion de la COX-2 a nivel central. La ciclooxigenasa-2, empieza a ser expresada en las
neuronas en muchas areas del sistema nervioso central varias horas después de una lesion
en el tejido periférico localizado. Esta expresion no se inicia por flujo de entrada sensorial
en la médula espinal, pero por un factor humoral circulante liberada por las células
inflamatorias que actla sobre las células endoteliales de la red vascular del cerebro para
producir interleucina-1p. La interleucina-1p entra en el liquido cefalorraquideo y actla
sobre las neuronas que expresan el receptor de la interleucina - 1 para producir la COX-2.
El consiguiente aumento de la prostaglandina E, por efecto de la COX-2, tiene muchas
acciones presinaptica y en el caso de la postsinaptica facilita la transmision sinéptica y
aumentan la excitabilidad, lo que contribuye a un inicio tardio, prolongado y difuso de la
fase de sensibilizacion central. La induccion central generalizado de la COX- 2 contribuye

a los dolores generalizados, pérdida de apetito y cambios de estado de animo y el ciclo de
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suefio que en conjunto constituyen el sindrome de la enfermedad, una caracteristica de las
enfermedades inflamatorias. Estos resultados tienen importantes implicaciones para el
tratamiento. En primer lugar, los inhibidores de la COX-2 deben ser dirigidos a nivel
central y regiones periféricas donde se ha inducido la COX-2. El sitio central de su accion
parece ser un componente importante de su actividad analgésica. Ademas, el tratamiento
dirigido a la reduccion de flujo de entrada sensorial en el sistema nervioso central , tales
como la anestesia local o regional durante una cirugia , no evitara la induccion centro
humoral mediada por la COX-2 y se debe de administrar un complemento de inhibidores
de la COX-2 como parte de la terapia. La sensibilizacion central contribuye a las
condiciones altamente responsivas (hiperresponsivas) de dolor postoperatorio, migrafia,

dolor neuropatico, la fibromialgia y el dolor de tracto gastrointestinal (11, 16, 19).

La identificacién de multiples mecanismos responsables de la produccion de los sindromes
de dolor y el conocimiento de sus distintos componentes moleculares es un avance
importante en la comprension del dolor para un mejor tratamiento posterior. Un ejemplo de
esto es el tratamiento con inhibidores de la COX-2 selectivos 0 no selectivos, estos tienen
un papel claro si la induccion de la COX-2 es sustancialmente una causa del dolor de un
paciente, como es el caso de la mayoria de las condiciones inflamatorias. Sin embargo,
estos farmacos no ofrecen ningin beneficio a los pacientes cuyo dolor es debido
principalmente a la excitabilidad aumentada causada por la actividad anormal de los
canales de sodio después de una lesion del nervio. Al mismo tiempo no todos los pacientes
con dolor persistente tienen mecanismos similares (por ejemplo, la osteoartritis es sensible
a los inhibidores de la COX-2, mientras que el dolor de la lesion de la médula espinal no lo
es). Del mismo modo, la intensidad del dolor no siempre refleja las causas neurobiologicas,
Da una idea de la medida en que se activan. Una respuesta o falta de la misma pueden ser
debido a la presencia o ausencia del mecanismo de objetivo en un momento particular en la
historia de un sindrome de dolor. Puesto que los mecanismos de dolor pueden coexistir, un
enfoque con un tratamiento con diferentes dianas por parte de los farmacos, puede ser
ventajosa para encargarse de cada causa del dolor, consiguiendo de esta manera efectos

aditivos en el tratamiento y al final una mayor recuperacion del paciente (11, 16, 18).
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11.1.3.3 Tratamientos para el dolor.

El tratamiento adecuado con farmacos (Figura 11.3) del dolor depende del tipo de dolor que
se experimenta; el tipo de dolor se clasifica generalmente en dos categorias dolor ligero o
moderado y dolor intenso o crénico. ElI dolor ligero o moderado responde bien al
tratamiento AINES, mientras que para el dolor cronico se prefieren los opiaceos y opioides
(3,4,9)

Tratamientos

Cefalea, Dolor
ligero o
moderado

Dolor intenso o
croénico

Analgésicos
opioides

Ibuprofeno Petidina

Naproxeqo Fentanilo
Indometacina

Figura 11.3 Tratamientos para el dolor (3)

Los AINES son la primera eleccion en el tratamiento del dolor general 'y su distribucion es
amplia, alcanzando 32 millones de prescripciones de farmacos no opiaceos (principalmente
paracetamol y sus combinaciones). Esto aunado a que muchas de las formas farmacéuticas
de los AINES no requieren de prescripcion médica para su venta, son el tratamiento general

de patdlogias frecuentes que conlleven la presencia de dolor (9, 15).

Los AINES constituyen un grupo de drogas terapéuticas que se utilizan cominmente para
el control de dolor agudo y crénico, y son eficaces en pacientes con dolor de moderado a
grave. Su mecanismo de accion es mediante la inhibicion de las isoenzimas COX-1y 2, que
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catalizan la formacion de las prostaglandinas que median el proceso de la inflamacion y
dolor (15, 22, 23).

Aunque los AINES son ampliamente descritos estos no estan libres de inconvenientes o
reacciones no deseadas, en la figura 11.4 se describen algunos inconvenientes reportados.
En el caso de los opiaceos y opioides su eficacia es muy alta sin embargo su principal
inconveniente es la adiccion que pueden llegar a causar, la cual esta casi a la par de su
eficacia (Figura 11.4) (3, 23, 24).

Inconvenientes
AINE

Potencial de 5
Molestias Gl Trastornos del aumentar las Dano

probabilidades :
SNC de infarto de hepatICO

miocardio

altas

Sales del acido
salicilico

Indometacina
Tolmetina

Indometacina ll Celecoxib | Paracetamol

Figura 11.4 Inconvenientes de AINE(3)
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Figura 11.5 Inconvenientes de Analgésicos opiaceos y opioides(3)

11.1.3.4 Mecanismos de los AINES.

Los AINES constituyen un grupo de drogas terapéuticas que se utilizan cominmente para
el control de dolor agudo y cronico, y son eficaces en pacientes con dolor de moderado a
grave. Su mecanismo de accion es mediante la inhibicion de las isoenzimas COX-1 y-2,
que catalizan la formacién de las prostaglandinas que median el proceso de la inflamacién y
dolor. Hay evidencia que sugiere que pueden tener efectos anti-nociceptivas mediadas por
el sistema opioide enddgeno. La formacion de las prostaglandinas en la inflamacién esta
mediada principalmente por la COX-2 , la cual es inducible , mientras que la COX-1
generalmente se considera no inducible, se asocia con la resistencia gastrica a la agresion,

la sintesis de tromboxano por las plaquetas, y a la transmision de los estimulos dolorosos,
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entre muchas otras acciones. Los AINE son rapidamente absorbidos y metabolizados por el
higado (15, 18, 22, 23, 25-27)

Los AINES son analgésicos efectivos sin ninguna diferencia clinicamente importante en la
eficacia, comparandolos con los farmacos inhibidores especificos de la COX. Los AINES
han demostrado ser mas eficaces que el paracetamol para algunos tipos de dolor y en
muchos entornos de dolor agudo que proporcionar analgesia igual a las dosis iniciales
habituales de los opioides (15, 26, 28).

Las interleucinas (IL) activan a la COX-2, en especial las IL-o y IL-B y al mismo tiempo
estimulan la enzima 6xido nitrico sintasa, incrementando los niveles de 6xido nitrico (NO)
a partir de la L-arginina, el cual actia como proinflamatorio local de corta duracion. Es
aqui donde los AINES han mostrado efectividad primero inhibiendo la actividad de la
COX-2, y en el caso de los AINES derivados de salicilatos los cuales aparte de tener como
blanco a la COX-2 han mostrado capacidad para disminuir los niveles de ON. Esto es un
ejemplo de que los AINES pueden tener mas de un mecanismo de accién, sin embargo la
inhibicion de la COX-2 sigue siendo el objetivo terapéutico principal (28-30).

11.1.3.5 Clasificacién de los AINES.

Las siguientes son tres de las principales formas de clasificar los AINES:

Tabla 11.1 Clasificacion de AINES segun su estructura gquimica (3, 29).

Acidos carboxilicos Acidos enélicos
Acidos / esteres salicilicos Pirazolonas: Fenilbutasona
Acidos acéticos Oxicams: Piroxicam

Acidos fenilacéticos: diclofenaco
Acidos acéticos heterociclicos: indometacina.
Acidos propionicos: ibuprofeno, naproxeno

Acidos fenamicos: Flufenamico: Flufenamico
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Tabla 11.2 Clasificacién de AINES en base a su mecanismo de Accion (29).

Tipo 1 Farmacos que previenen la excitacion de los nociceptores: antihistaminicos

Tipo 2 Farmacos que intervienen en la regulacion a la alta de los nociceptores:
e Inhibidores de la enzima COX-2, AINES.
e Antagonistas de la liberacion de prostaglandinas: antagonistas de interlecunina 1.
¢ Inhibidores de fosfolipasa A,: glucocorticoides
e Simpaticoliticos: beta bloqueadores, antagonistas de dopamina-1
Tipo 3 Farmacos que regulan a la baja el nociceptor:
e Analgésicos que directamente regulan a la baja el nociceptor: dipirona, opioides.

e Analgésicos que indirectamente regulan a la baja el nociceptor: clonidina.

Tabla 11.3 Clasificacion de AINES segun su capacidad de inhibicion de la COX (3, 25, 29).

Inhibidores no selectivos de COX-2 o Derivados del &cido salicilico: aspirina, salicilato de

sodio, diflunisal, sulfasalazina, olsalazina.

e Derivados del p-aminofenol: acetaminofén

e Acidos ind6l e indenacéticos: indometacina y
sulindac.

e Acidos heteroarilacéticos: tolmetin, diclofenaco,
Ketoprofeno.

e Acidos arilpropidnicos: ibuprofeno, naproxeno,
flurbiprofeno, ketoprofeno.

e Acidos antranilicos (fenamatos): Acidos
mefenamico, acidos meclofendmico.

e Acidos en6licos: piroxicam, meloxicam, tenoxicam
fenibutazona.

e Alcanonas: nabumetanona.

Inhibidores selectivos de COX-2 Furanonas diaril-sustituidas:rofecoxib.
Pirazoles diaril-substituidos:celecoxib.
Acido indolacetico: etodolac

Sulfonanilidas: nimesulida.
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I1.2. Antecedentes del problema.

11.2.1 Herbolaria y la medicina tradicional.

La herbolaria estudia las propiedades curativas de plantas y hierbas medicinales que
provee la naturaleza. Es una forma de medicina tradicional que desde hace siglos se ha
practicado, la cual tiene su justificacion, ya que las plantas poseen un gran namero de
compuestos biolégicamente activos y con propiedades benéficas como dafiinas (6, 7, 31-
33).

Desde sus inicios las comunidades primitivas como los egipcios, griegos y romanos en su
necesidad de curar susdolores, padecimientos yenfermedades, tuvieron en la
las plantas medicinales la herramienta adecuada para cuidar su salud y tener una mejor
calidad de vida, conocimiento que después se vio incrementado de manera clave por la
contribucion del Lejano Oriente y por la tradicion herbolaria del Nuevo Mundo, y como
parte importante de la medicina tradicional de México y sus multiples especies vegetales
(31-33).

Dependiendo de la planta y del tratamiento, toda la especie vegetal o parte de ella es
utilizada para el remedio. En medicina tradicional, pueden utilizarse hierbas frescas, en

forma de infusidn, o se pueden secar, cortar y pulverizar para su uso (6).

Una de las formas de empleo de las especies medicinales es a manera de té, aunque
también se usan en forma de cataplasmas, "pomadas”, y en forma de aromas
(aromaterapia). Como es bien conocido, en el mercado se venden varias plantas
medicinales y es comin encontrar en las tiendas y supermercados diversas marcas té que se
usan para varios padecimientos, principalmente como tranquilizantes, antiinflamatorios,
antipiréticos o simplemente por su olor y sabor agradable. EI éxito de estos productos
naturales es debido a que efectivamente contienen principios activos que ayudan en los
padecimientos para los que son empleados, aparte de que son econdmicos y faciles de usar
(6, 32, 33).
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Tabla 11.4 Algunos de los tés mas usados y sus propiedades medicinales (1, 6, 34, 35).

Te (especie vegetal)

Propiedades atribuidas

Anis (Pimpinella anisum)

Canela (Cinnamomun zeylanicum)

Hierbabuena (Menta viridis)

Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

Limon (Citrus aurantifolium)

Manzanilla (Matricaria chamomilla)

Naranjo (Citrus aurantium)

Verde (Camellia sinensis)

Evita trastornos digestivos, colicos y
gases estomacales.

Actla como un suave astringente, ayuda a
las molestias de la diarrea.

Refuerza el estomago, es dtil en la
preparacion de comidas, calma colicos
estomacales, trastornos de la digestion,
cancer de estomago; elimina parésitos
intestinales y el reumatismo.

Favorece de buena manera el proceso
digestivo, ligeramente laxante, diurético,
antiparasitario y puede llegar a ser muy
bueno para tratar el colesterol.

Combate la hinchazon intestinal, favorece la
digestion estomacal, descongestiona el
higado y es un desintoxicante natural.
Estimula el apetito, la secrecion de jugo
gastrico, favorece la digestion, combate los
gases intestinales, facilita y favorece la
menstruacion, alivia la conjuntivitis. Actla
contra enfermedades nerviosas, fiebres,
calambres, inflamaciones, reumatismo e
insomnio.

Sirve como calmante de los nervios.

Tiene gran cantidad de antioxidantes.
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11.2.2 Especies vegetales seleccionadas.

Como se ha presentado antes, existe un gran nimero de plantas con principios activos y
actividad bioldgica, los cuales pueden ser fuente de nuevos principios activos para tratar
enfermedades, en este caso particular nos interesa el dolor, una de las afecciones mas

comunes y generalmente siempre presente a lo largo de la vida.

A pesar del gran nimero de especies vegetales con principios activos ya reportados, todavia
existen muchas plantas descritas dentro de la medicina tradicional de las cuales ain no se
ha confirmado su efecto terapéutico y mucho menos sus agentes bioldgicamente activos.

Para este trabajo se seleccionaron 4 especies vegetales algunas descritas dentro de la

medicina tradicional Mexicana y con estudios previos sobre efectos analgésicos (6, 35, 36).

Genero Bidens: Aceitilla (Bidens odorata ):

Caracteristicas: Es una hierba que mide de 10 a 80cm de altura y tiene tallos angulosos de
color parpura. Sus hojas suelen estar divididas como en cinco pequefios fasciculos. Sus
cabezuelas son parecidas a la margarita, las 5 flores de alrededor presentan lengietas
blancas con lineas purpuras, mientras las centrales son flores tubulosas y amarillas.

Los frutos son largos y angostos, van del color café al negro (35).

Usos : Dentro de la medina tradicional, las especies del género Bidens se usan para tratar
malestares como: dolor de estdbmago, dolor de huesos, dolor de pulmones y dolor de cabeza
(35).

Figura 11.6 Bidens odorata.
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Genero Buddleja: Tepozan (Buddleja cordata).

Caracteristicas: Es una planta que mide 2 m de altura aproximadamente. La hoja es ancha,
mide 30 cm x 15 cm de ancho, de color verde brilloso, cuando todavia no esta madura,
cuando madura tiene las hojas grises y son méas chicas, como de 8 cm de largo, el palo es
mas duro, puede alcanzar hasta los 3 m de alto. La flor es chica, se da en racimos en la

punta de las ramas. Nada mas crece en el arroyo, los aguajes, no crece en los montes (35).

Usos: En las especies del género Buddleja se le atribuyen las propiedades medicinales

Figura 1.7 Buddleja cordata.

Genero Zaluzania: Limpia tunas (Zaluzania augusta)
Caracteristicas: Es un arbusto con flores atractivas, planta comdn en regiones semiaridos,
sobre superficies con suelos degradados o en matorrales xerofilos, y acompafiando
caminos. Tiene la superficie de la hoja verde oscura y el haz gris, el apice agudo, las ligulas
de las flores con dos l6bulos y las paleas con glandulas sésiles. El vilano de las flores
liguladas generalmente consiste de 4 escamitas (36).

Usos: En las especies del género Zaluzania se reportan dentro de la medicina tradicional

para tratar inflamaciones de la piel y dolores de estomago (6).
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Figura 11.8 Zaluzania augusta

Género: Matricaria: Manzanilla (Matricaria Chamomilla)

Caracteristicas: Hierba anual que alcanza, de 25 a 50cm de altura y por lo general se
ramifica. Las hojas estdn divididas en dos o tres partes, parecidas a encajes finos. Las
cabezuelas son conjuntos de flores, con los centros amarillos y tienen florecillas de color

blanco en la periferia, con pétalos largos caidos hacia afuera.(35)

La manzanilla es originaria de Europa y el Oeste de Asia. Habita en climas calido,
semicalido, semiseco y templado, desde los 200 y hasta los 2750 m sobre el nivel del mar.
Es una planta silvestre, cultivada en huertos familiares y crece en terrenos de cultivo
abandonados(35, 37).

Usos: Esta planta se emplea para atender trastornos de caracter digestivo como vomito,
diarrea, colicos, dispepsia, colico biliar, empacho, reconfortar el estbmago, estimular el
hambre, en casos de cdélicos con gas en nifios, célicos intestinales, malestar estomacal,
espasmos, gastritis nerviosa, indigestion, disenteria e infecciones en el estomago. En los
padecimientos ginecobstétricos, se usa para la dilatacion de la vagina durante el parto, para
acelerar el alumbramiento. Es indicado en afecciones de los ojos, como inflamacién,
cansancio, irritacion, lagafias, ardor y para lavados de o0jos. Se le emplea para la picadura
de alacran, como desinfectante ligero, para lavar heridas, tejidos desplazados, fiebre,
calentura y para aclarar el cabello. En el estado de Hidalgo se ocupa para aliviar el dolor

de rodillas, tratar la paralisis, reumatismo, heridas y a los tullidos (35).
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Figura 11.9 Matricaria Chamomilla

11.2.3 Metabolitos bioactivos

Se han reportado en la literatura efectos analgeésicos y antiinflamatorios presentes en
metabolitos secundarios de especies pertenecientes a los géneros mencionados en este
trabajo. En la tabla 1 se nombra la especie que se estudid, las pruebas que se aplicaron y los
agentes quimicos que se identificaron como causantes del efecto terapéutico.

Tabla 11.5 Compuestos quimicos con actividad analgésica presentes en los géneros propuestos para

estudio
Especie Componentes quimicos Efectos Modelos Dosis
vegetal biol6gicos utilizados
Zaluzania analgésico ~ Edemade 10,20,30,50,100 y 300
augusta pata en mg/Kg
—— ratén
HO inducido
oMy por
carragenina.
8[a]-Hydroxy-11[a],13-
dihydrozaluzanin C
(38-40)
Bidens i analgésicoy  ----ee- 0.1-20 pg/ml
antiinflamatorio
odorata o N AN
HO
(41)
(42, 43)
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Buddleja
globosa,
Buddleja
cordata

HO
HO

Verbascoside(44-49)

Actividad
antinociceptiva

Prueba
Writhing

Prueba de
formalina

Tail-flick
test

200,100,50,25mg/Kg

5% Peso/volumen

200,100,50,12.5mg/K

g

Matricaria
Chamomilla

HeC OH  CHg
7 CHq
HaC

a-Bisalobol(34, 37, 45, 50-53)

Antiinflamatori
a

Actividad
antinociceptiva

Actividad
antinociceptiva

inflamacion
inducida
por
carragenina
en ratas
windstar

Test de
plancha
caliente

Prueba
Writhing

350-2000mg/kg

25, 50, 100 and 200

mg/kg.

25y 50 mg/kg, p.o.

Matricaria
Chamomilla

Oxido de Bisabolol A(37, 45, 51,
52)

Antihiperalgési

ay
antiinflmatoria

inflamacion
inducida
por
carragenina
en ratas
windstar

hiperalgesia
: Edema de
pata
inducido
por
carragenina
conunen
un ensayo
modificado
'pata-
presion’

25-100 mg/kg, p.o.

25-100 mg/kg, p.o.
Efecto pico 40.2-44.7

mg/kg.
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Vatricar . .
Chamonilla HaC Analgesia  Prueba de 25 mg-kg, IP

formalina
HaC CHs
H3C
Guayazuleno(34, 45)
Matricaria Antiinflamatori  inflamacién  350-1400mg/kg
Chamonmilla a inducida

por

carragenina
en ratas
windstar

Camazuleno(37, 45, 51, 52)

11.2.4 .Bases estructurales de la inhibicién de la ciclooxigenasa (COX)

11.2.4.1 .La COX vy su funcionamiento.

La COX se purifico en 1976. Un andlisis de proteinas y los niveles de ARNm (Acido
ribonucleico mensajero) indican que la enzima esta ampliamente distribuida en tejidos de
mamiferos y en su mayoria esta expresada constitutivamente. EI descubrimiento de la
COX-2, fue publicado en informes durante el periodo 1990-1993. El descubrimiento de la
COX-2 resultd de los esfuerzos complementarios de varios grupos de investigacion que
trabajan en areas muy diferentes y el uso de enfoques muy diferentes. Las principales bases
de su descubrimiento incluyen el descubrimiento de dos diferentes ARNm para COX y sus
proteinas, una de las cuales se expresa constitutivamente y no se veia afectada por el
tratamiento con glucocorticoides, la otra la cual es inducida por citosinas o
lipopolisacéridos y su induccidén si es inhibida por glucocorticoides ; (b ) la expresion
heteréloga del nuevo gen de la COX y la demostracion de que es ciclooxigenasa y tiene

actividades de peroxidasa. La nueva proteina de la COX (COX-2) es aproximadamente 60
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% idéntica a la previamente conocida de la COX (COX-1), y exhibe un patron muy
diferente en cuanto a regulacién y distribucion en los tejidos ( 6 ) .También existe un
contraste con la expresion constitutiva de la COX-1 en relacion con la COX-2, esta se
expresa constitutivamente en una gama mas estrecha de tejidos, pero es fuertemente
inducible en respuesta al tratamiento de las células con una gama extremadamente amplia
de agonistas , incluyendo citosinas, factores de crecimiento , promotores de tumores , virus,
lipopolisacaridos bacterianos, y la tension de flujo laminar entre otras cosas. La
inducibilidad de la COX-2, en particular en macrofagos tratados con citosinas, y su
inhibicion por esteroides anti-inflamatorios surgirieron que la COX-2 es la verdadera diana
molecular para los efectos antiinflamatorios de los AINE. Ademas, la presencia de la COX-
1 en el tracto gastrointestinal dio lugar a lo la hipotesis de que la inhibicion de la COX-2 es
responsable de los efectos antiinflamatorios de los AINES, mientras que la inhibicion de la
COX-1 es responsable de algunos de sus efectos secundarios no deseados, especificamente
la toxicidad gastrointestinal. La Gltima parte de la hipédtesis es coherente con el hecho de

que los AINE existentes inhiben ambas enzimas COX en distintos grados (18, 22, 24, 25).

La COX cataliza la doble di-oxigenacion del acido araquidénico a endoperdxidos de
prostaglandina PGG,, y PGH,, y por esta razén también se llama prostaglandina G / H
sintasa. La oxigenacién de acido araquidénico se produce en el sitio activo de la
ciclooxigenasa, y la reduccion de PGG, a PGH, se produce en el sitio activo de la
peroxidasa. Ambos sitios activos estan presentes en la proteina de la COX, aunque en lados
opuestos de la molécula. EI grupo prostético hemo conecta los dos sitios activos, espacial y
funcionalmente. Los AINE se unen al sitio activo de la ciclooxigenasa y evitan la union del
acido araquiddnico. El punto de control importante en la biosintesis de PG es la liberacion
del sustrato: &cido araquidonico proveniente de fosfolipidos, después de la estimulacion
celular. El tratamiento de células o tejidos con una amplia gama de agonistas o estimulos
fisicos provoca la activacion de fosfolipasas que dan lugar a la liberacion del acido
araguidonico; el acido araquidonico se oxigena por la COX a PGH2. PGH2 se difunde
desde la proteina de la COX y es convertido por multiples isomerasas o una reductasa a
uno de los cinco metabolitos diferentes finales. Estos son PGE,, PGD2, PGF; a,
prostaglandina I, (PGI,) , y el tromboxano A, (TxA; ). La mayoria de los tejidos convierten
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PGHj; a algunos de los productos finales pero no en los cinco. Por ejemplo, las plaguetas de
la sangre hacen TxA; y PGD,, y el endotelio vascular hace PGl, y PGE..

Existe un panel de complejos receptores para las PGs y TxA, que comprende una familia
de receptores acoplados a proteinas G y sus variantes de empalme. Se han generado
animales con deleciones especificas para muchos de estos receptores y han ayudado a
definir las funciones de los PGs individuales y TxA; en una serie de respuestas fisiologicas
y fisiopatologicas. Los AINE que inhiben el primer paso en esta cascada compleja, son
agentes farmacoldgicos clave dadas las complejas redes de sefializacion que interrumpen
.Es util recordar que sus efectos benéficos en seres humanos aquejados de inflamacién,

dolor y fiebre, se han documentado durante miles de afios (1, 23-25).

11.2.4.2 .Caracteristicas de la COX

La COX es una hemoproteina, siendo un dimero de subunidades de 70 kDa. Los sitios
activos de la ciclooxigenasa son altamente homdlogos. Aunque la similitud global entre la
COX-1 y COX-2 es de aproximadamente 60%, la similitud en el sitio activo es mayor ( ~
85 % ), lo que limita las posibles interacciones que pueden dan lugar a la selectividad . Los
sitios activos estan situados en el extremo de un largo canal que se extiende desde el
dominio de unién a membrana al interior de la proteina. La region proximal a la membrana
se separa del sitio activo por una puerta que se debe abrir para permitir al sustrato o
inhibidor la union. Todos los inhibidores o sustratos de la COX, selectivos o no selectivos,
se unen en el sitio activo por la misma localizacion. Primero existe un residuo puerta el cual
es un aceptor de proton que adquiere una carga positiva y se une a las cargas negativas de
sustratos e inhibidores de acido carboxilico (por ejemplo, salicilatos, profenos, acidos
indolacéticos etc). Dos sitios activos mas, ambos clave para la actividad de la
ciclooxigenasa ya sea 1 o 2, la diferencia radica en que se sabe que uno de estos es
susceptible de ser acetilado por al acido acetil salicilico con la consecuencia de que el sitio

catalitico completo pierde actividad enzimatica (23-25, 30).

Aunque la similitud entre los sitios activos de la COX-1 y COX-2 es grande, el sitio activo
de la COX-2 es mayor en aproximadamente un 27%. Esto es debido a una mayor presencia
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de residuos que funcionan como sitios de union del sustrato, a la enzima, generalmente 2 o
3 sitios de union, aunque estos sitios pueden o no unirse a los sustratos ya sean endégenos o
ex0genos, su presencia permite cierta selectividad, tal es el caso de los inhibidores
selectivos de la COX-2; muchos inhibidores de la COX-2 presentan un grupo sulfona los
cuales tienen preferencia por grupos funcionales electrodonadores como es el caso del
residuo Valina, este tipo de residuos con grupos electrodonadores son los que
generalmente se pueden hallar en los sitios de unién de sustrato-enzima que presenta la
COX-2 (24, 25, 30).

11.2.4.3 .Inhibidores de la COX

Se ha sabido durante méas de 30 afios que ciertos inhibidores de la COX son inhibidores
lentos, de unidn fuerte. Sélo un complejo de AINE-COX es covalente, es cuando la enzima
es acetilada por reaccion con la aspirina. Los complejos enzima-inhibidor restantes no son
covalentes, pero algunos son tan estables que se funcionalmente se consideran irreversibles
(11, 23, 25, 30).

El ensayo predictivo mas ampliamente utilizado para la selectividad in vivo de la COX-2 es
el ensayo completo de sangre humana. Esto se desarroll6 originalmente como una manera
de supervisar la inhibicion de la COX, después de la dosificacion en vivo de farmacos. Se
ha adaptado un ensayo in vivo, en el que estrictamente las muestras de sangre se utilizan
como una fuente de plaquetas de la COX-1 y los macrofagos de la COX-2, puede haber
versiones mas completas del mismo estudio con el empleo de células cancerosas. Los
diversos ensayos completos de sangre proporcionan una estimacion de la potencia y la
selectividad de la inhibicion hacia las dos enzimas de COX, en el contexto de la unién a
proteinas plasmaticas. La tabla (Tabla 11.6) recoge algunos valores de Clsp y Clgo de AINE
y Coxibs determinados en el ensayo de sangre. Una amortiguacion general de relaciones de
selectividad se observa para valores determinados en el ensayo de sangre en comparacion
con los reportados usando enzimas purificadas o fracciones microsomales. Ademas, se
observan algunos cambios bastante sorprendentes en orden de rango de selectividad. Por
ejemplo, el Celecoxib muestra menor selectividad por la COX-2 en el ensayo de sangre en
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comparacion con su selectividad frente a extractos de células de insecto que expresan

enzimas recombinantes (25, 28, 30, 54).

De hecho el Celecoxib parece comparable a la del diclofenaco (AINE) en el ensayo de

sangre, un resultado que se correlaciona con los resultados de toxicidad gastrointestinal en

pruebas clinicas Los datos de la Tabla (Tabla 11.6) son Utiles para la estimacién de los

efectos farmacodinamicos y toxicodinamicas de los diversos compuestos cuando se

combinan con los niveles de plasma y para la vida media de los agentes individuales (25,

54).

Tabla 11.6 IC 5, de todos los compuestos ensayados como inhibidores de la formacion de PG,
determina en el ensayo de la COX-1 y COX-WHMA-2(25).

Compuesto COX-1 WHMA-COX-2 ICso Relacién IC30 oy
1Cs59, pM | TCgg, uM 1Cs59, utM 1Cgp, pM WHMA/COX-1 WHMA/COX-1

Aspirina 1.7 8.0 7.5 30 4.4 3.8
Diclofenaco 0.075 1.0 0.020 0.23 0.3 0.23
Flufenamato 3.0 80 n.d. n.d. n.d. n.d.
Flurbiprofeno 0.075 1.0 0.77 51 10 51
Ibuprofeno 7.0 58 20 150 2.6 2.6
Indometacina 0.013 0.46 0.13 2.0 10 4.3
‘Ketoprofeno 0.047 1.0 0.24 6.0 5.1 6.0
Meclofenamato 0.22 3.0 0.2 1.0 0.91 0.3
Naproxeno 9.3 110 35 330 3.8 3.0
IPiroxicam 2.4 15 0.17 7.0 0.1 0.47
Sulindac 1.9 3.8 1.21 11 0.64 0.29
Celecoxib 1.2 28 0.34 3.0 0.3 0.11
Meloxicam 5.7 22 0.23 2.0 0.040 0.091
‘Rofecoxib 63 =100 0.31 5.0 0.0049 <0.05
Salicilato de sodio 4956 49000 482 45000 0.10 0.92
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I1.2.5 Técnicas para estudio de productos naturales.

La farmacognosia se encarga del estudio de la composicion de los efectos de los principios
activos de las sustancias de origen vegetal y animal. Este se concentra en realizar ensayos
para la caracterizacion y valoracién de estas sustancias, asi como determinar la
farmacologia y las principales aplicaciones que podria tener. Las plantas elaboran en su
metabolismo una serie de sustancias llamadas metabolitos secundarios, a los cuales también
se les podria denominar principios activos. Cada una de estas sustancias es la responsable
de los efectos farmacologicos y por ello se les puede otorgar un efecto (6, 55, 56).

La investigacion fitoquimica utiliza métodos de separacion, fundamentalmente
cromatograficos, y métodos de elucidacion estructural, principalmente espectroscopicos
como Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o espectroscopia de infrarrojo (IR) (8, 55, 56)

Para identificar los componentes que podrian estar presentes en las especies vegetales, es
necesario implementar técnicas cromatograficas y espectroscopicas para su determinacion y
realizar extracciones reproducibles, cuantitativas, estables y eficientes para realizar los
estudios necesarios y demostrar el efecto buscado. EIl tamizaje consiste en realizar una
extraccién de los metabolitos que se encuentran en el material vegetal, utilizando
diferentes disolventes con polaridad creciente, generalmente comenzando con hexano, e ir
aumentando la polaridad con cloroformo, acetato de etilo, metanol y etanol (6, 8, 56, 57).
Este procedimiento ayuda a que la extraccion con diferentes polaridades arrastre diferentes

metabolitos secundarios y de esta forma poder purificarlos mas facilmente.

Existen varios métodos de separacion e identificacion de compuestos quimicos. Entre los
méas usados para separar de compuestos se encuentran la sublimacién, destilacion,
cromatografia y la cristalizacion fraccionada, el més utilizado es la cromatografia. Una vez
separados los compuestos por alguna de estas técnicas, se recurre a métodos como
espectroscopia y resonancia magnetica nuclear para identificacion de compuestos quimicos
(5, 6, 56).
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[1.2.5.1 Cromatografia.

Esta técnica se usa para obtener los componentes individuales puros de una mezcla y
determinar su proporcion. En ésta técnica las moléculas se distribuyen entre dos fases
distintas, y la separacion tiene relacion directa con la diferencia de solubilidad y polaridad
que muestren las moléculas en cada fase. Las separaciones se obtienen al introducir una
mezcla de compuestos organicos en una fase estacionaria, dejando luego que una fase
movil fluya a través de la muestra. Los diversos métodos cromatograficos varian respecto a
la fase movil (liquido o gas), la fase estacionaria (papel, gel o empaque solido) y la fuerza

que impulsa a la fase mavil (presion, gravedad o un campo eléctrico) (6, 56, 58, 59).

Existen diferentes métodos cromatogréaficos, uno de ellos es la cromatografia en papel que
se aplica a productos polares como carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos y fenoles.
En este método la separacion se realiza sobre tiras de papel poroso, participando tanto
fendmenos de particion como de adsorcion. La cromatografia en capa fina se emplea para
la separacion de mezclas de toda clase de productos naturales y las condiciones de
separacion se eligen en funcion de las caracteristicas de la mezcla a separar. Otro método es
la cromatografia en columna que involucra la adsorcion de un compuesto a una fase
estacionaria y la elucion con disolventes de diferente polaridad. También se emplea la
cromatografia flash que tiene el mismo principio que la cromatografia en columna
aplicando una presion en la parte superior, en funcién de aumentar el flujo de la fase movil.
La cromatografia de gases es un método que permite separar e identificar extractos que por
su complejidad o cantidad de extracto, no es posible separar con las técnicas
cromatograficas previamente descritas. Estos métodos y otros similares sirven para
identificar principios activos, drogas, metabolitos secundarios, tinturas, entre otros

compuestos quimicos (6, 56, 58, 59).
11.2.5.2 Espectroscopia.

La espectroscopia comprende un conjunto de técnicas que miden la respuesta de una
molécula a la aportacion de energia. El espectro resultante es una serie de bandas que
muestran la magnitud de la respuesta en funcion de la longitud de onda de la energia

incidente. La fuente de energia puede ser de fotones Opticos (espectroscopia ultravioleta,
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visible e infrarroja) o de energia de radiofrecuencia (espectroscopia de resonancia
magnética nuclear). Esta técnica se utiliza una vez que la mezcla se haya separado en sus

componentes y de esta forma interacciona con la radiacion electromagnética (56, 58, 59).
I1.2.5.3 Resonancia Magnética Nuclear.

Un nucleo que contiene un numero impar de particulas subatomicas (Protones y neutrones)
tiene espin nuclear y es magnéticamente activo. Estos ndcleos se comportan como si
giraran en torno a un eje y presentan un comportamiento de un iméan diminuto. Cuando un
nucleo con un espin activo se coloca en un campo magnético grande, su orientacién con
respecto al campo magnético extremo define estados de energia cuantizados para el nucleo,
en el caso del hidrogeno (*H) la alineacién puede ser a favor o en contra del campo externo.
Los nucleos se pueden inducir a saltar de un estado de espin de baja energia a uno de mayor
energia por medio de energia electromagnética de una frecuencia tal que coincida con la
diferencia de energia entre los dos estados. A la inversa cuando un nucleo en el estado de
mayor energia cae al estado de mas baja energia, emite energia electromagnética en su
frecuencia correspondiente frecuencia. El espin que da origen a ambos estados es una
propiedad del ndcleo del 4tomo, y la técnica se conoce como Resonancia Magnetica
Nuclear (RMN) (57, 59, 60).

Las sefiales de protones en los espectros de RMN de *H, como las de los carbonos en RMN
13C, se registran como méaximo de absorcién individuales correspondientes a los nticleos no
equivalentes. Este tipo de espectro proporciona cuatro elementos de informacion
importantes: el numero de sefales distintas, el desplazamiento quimico, el patron de

desdoblamiento y la integracion de la intensidad de sefiales (57, 58, 60).

La resonancia magnética nuclear de *3C es complementaria a la de 'H. Este espectro
determina el entorno magnético de los atomos de carbono proporcionando dos elementos
basicos de informacidn: el nimero de sefiales distintas, que corresponde al nimero de tipos
diferentes de atomos de carbono y el desplazamiento quimico de cada sefial, que esta

determinado por el entorno molecular de cada carbono (57, 60).
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11.2.5.4 Determinacion de Dosis Letal media (DLsp).

Se define como la dosis de cierto compuesto o sustancia que provoca la muerte de la mitad
de los organismos a experimentar. Uno de los métodos utilizados para tener una
aproximacion de la DLsp es mediante el método de Lorke, el cual utiliza grupos pequerios
considerando la via de administracion y el animal utilizado se puede establecer diferentes
rangos de toxicidad (56, 61, 62).

Un estudio previo de toxicidad DLsy en extractos vegetales utiliza las siguientes dosis 10,
100 y 1,000 mg/kg. En la segunda etapa con las dosis de 1,600 mg/kg, 2,900 mg/kg y 5,000
mg/kg. De esta manera, se pueden considerar un amplio nimero de dosis que pudieran

causar toxicidad de acuerdo con el método de Lorke (56, 61, 62).

11.2.5.5 Modelos de evaluacion de dolor.

Existe el problema de que el dolor no se puede medir directamente en los animales, pero
puede ser estimado mediante el examen de sus respuestas a los estimulos nociceptivos. Los
tipos de estimulos nociceptivos (eléctrico, térmico, mecanico o quimico) que se han
utilizado en los modelos de dolor, generan reacciones motoras que van desde acciones de

reflejo a comportamientos complejos (32, 63, 64).

A) La prueba de la placa caliente (Test Hot plate): Esta prueba consiste en introducir una
rata 0 un raton en un espacio cilindrico abierto con un piso que consiste en una placa
metalica que se calienta por un control de temperatura o un liquido en ebullicién. Una placa
calentada a una temperatura constante produce dos tipos de comportamiento que se pueden
medir, accion de lamer una pata y saltar, estos se cuantifican en tiempo de reaccion. Ambos
comportamientos se consideran respuestas integrales a nivel sistema nervioso central. En
cuanto a sustancias analgesicas se refiere, el comportamiento de lamer una pata se ve
afectado Unicamente por los opioides. Por el otro lado, el tiempo de reaccion de salto se ve
incrementado por analgésicos menos potentes, como el acido acetilsalicilico o el

paracetamol (63-65).
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B) Inyecciones intradérmicas prueba de la formalina (formalin test): La sustancia mas
utilizada para inyecciones intradérmicas es la formalina. EI término formalina generalmente
significa una solucién al 37% de formaldehido. Una solucion de 0.5 a 15% formalina en
una inyeccion en la superficie dorsal de la pata del raton o rata, provoca un comportamiento
de dolor relacionado a la postura, que puede ser evaluada en una escala de cuatro niveles: 0,
postura normal; 1, pata inyectada en el suelo pero no soporta el peso del animal; 2, pata
inyectada claramente levantada del suelo, y 3, con la pata inyectada siendo lamida,
mordisqueada, o sacudida. Cada comportamiento se considera como una marca de
observacion y los resultados se expresan en forma continua por unidad de tiempo o en

intervalos regulares de tiempo (63-65).

El comportamiento nociceptivo consiste en dos fases, una primera fase, que se produce
alrededor de 3 min después de la inyeccién, y después de un periodo de reposo, una
segunda fase entre los 20 y 30 minutos después de la inyeccion. Los primeros resultados de
la primera fase son la estimulacion directa de los nociceptores, mientras que el segundo se
refiere a un periodo de sensibilizacion durante el cual ocurren los fenémenos inflamatorios
(63).

C) Inyecciones intraperitoneales de agentes irritantes, la prueba de contracciones
abdominales (Writhing Test): La administracion intraperitoneal de los agentes que irritan
membranas serosas provoca un comportamiento muy estereotipado en el raton y la rata que
se caracteriza por contracciones abdominales, movimientos totales del cuerpo,
(particularmente de las patas traseras), reduccién de la actividad motora y falta de
coordinacion. Estos comportamientos se consideran reflejos y las pruebas se denominan de
dolor visceral (63-65).

Este método tiene la ventaja de permitir obtener datos de farmacos con efecto nociceptor
débil. Pero carecen de especificidad. Sin embargo este método es Util para identificar

moléculas cuyas propiedades farmacodinamicas son desconocidas (63).
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11.2.6 .Quimica tedrica

La quimica teorica es una rama relativamente nueva de la quimica, pero que ha presentado
un avance y crecimiento rapido en los tltimos 20 afios debido al avance de los sistemas de
computo ya sean de uso personal, académico o industrial (66).

La quimica tedrica se basa en la quimica cuantica, la cual a su vez utiliza de principios de
fisica clésica, fisica cuéntica, estadistica, tedrica atomica y el modelo de atomo de
hidrogeno de Bohr, uniendo todo lo anterior con ayuda de complejos modelos matematico
los cuales permiten modelar y simular las condiciones, caracteristicas y estados de los
compuestos en su forma libre, en una reaccién o en la interaccion con seres vivos, esto
supone una ventaja ya que los modelos permiten un mayor control de las observaciones y

de los factores que estén interactuando (66).

Que se utilicen modelos matematicos, no es sinénimo de que los resultados no sean
observables experimentalmente, un modelo matematico puede ser muy exacto en sus
resultados como consecuencia de su complejidad y del nimero de variables a tener en
cuenta. Un mayor uso de variables en los modelos matematicos acerca mas a lo observable
experimentalmente, sin embargo también complica el modelo matematico y su resolucién
en tiempo y esfuerzo. Anteriormente los calculos y resoluciones matematicas necesarias
para completar y resolver un modelo matematico se hacian a mano con apoyo de un gran
numero de colaboradores. Sin embargo ahora con el uso de modernos computadores y
software de calculo matematico el tiempo y la necesidad de colaboradores se ha reducido;
Ahora un nimero menor de investigadores pueden resolver modelos matematicos mas
complejos en un menor tiempo, con lo cual se aumentan los resultados y las conclusiones

obtenidos de estos experimentos (66).

Por las razones antes mencionadas el crecimiento de la quimica tedrica y la quimica
cuantica se ha intensificado a la par del desarrollo de ordenadores de mayor capacidad de
procesamiento, méas velocidad y con un costo menor en su adquisicion. Esto representa una

ventaja ya que se puede hacer un andlisis tedrico del experimento deseado (reaccion
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quimica, interaccién bioldgica, interaccion con proteinas o receptores) y en base a los
resultados arrojados por el modelo matematico tomar la decision costo beneficio para llevar

el trabajo a un nivel experimental de laboratorio (66).

11.2.6.1 .Quimica Cuéntica.

A principios del siglo veinte, los fisicos encontraron que la mecanica clasica no describe
correctamente el comportamiento de particulas tan pequefias como los electrones y los
nacleos de los 4&tomos y las moléculas. EI comportamiento de estas particulas esta regido
por un conjunto de leyes denominado mecanica cuantica. La aplicacion de la mecanica
cuantica a los problemas de la quimica constituye la Quimica Cuantica. La influencia de la

quimica cuantica se manifiesta en todas las ramas de la quimica (66).

Los Fisicoquimicos utilizan la mecéanica cuantica para calcular (con la ayuda de la
mecanica cuantica y la estadistica) propiedades termodinamicas (por ejemplo, la entropia,
la capacidad calorifica) en los gases; para interpretar los espectros moleculares y calcular
propiedades moleculares teéricamente, lo que permite la determinacién experimental de
estas propiedades moleculares (por ejemplo, longitudes de enlace y angulos de enlace,
momentos dipolares, diferencias de energia entre isomeros de conformacion; para calcular
propiedades de los estados de transicidn de las reacciones quimicas, lo que permite estimar
las constantes de velocidad; comprender las fuerzas intermoleculares; y para estudiar el
enlace en los solidos (66).

Los quimicos organicos usan la mecanica cuantica para estimar la estabilidad relativa de las
moléculas, calcular las propiedades de las especies intermedias de reaccion, investigar los

mecanismos de las reacciones quimicas y analizar los espectros RMN (66).
Los quimicos analiticos utilizan de forma habitual los métodos espectroscépicos. Las

frecuencias y las intensidades de las lineas de un espectro sélo pueden entenderse e

interpretarse adecuadamente, mediante el uso de la mecénica cuéntica (66).
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Los quimicos inorganicos usan la teoria del campo ligando, un método mecanocuantico,
para predecir y explicar las propiedades de los iones complejos de los metales de transicién
(66).

En el campo de la bioguimica, el gran tamafio de las moléculas biolégicamente importantes
hace que los céalculos cuanticos de las mismas sean extremadamente dificiles. Sin embargo,
los bioguimicos estan empezando a sacar provecho de los estudios mecanocuanticos de
conformaciones de moléculas bioldgicas de enlaces enzima-substrato y de solvatacion de

moléculas bioldgicas (66).

En la actualidad, varias compariias venden software de computador para realizar calculos
quimico-cuanticos moleculares. Estos programas estdn disefiados para que puedan ser

utilizados no sélo por los quimicos cuanticos, sino por cualquier quimico.

11.2.6.2.Acoplamiento tedrico Ligando-Proteina.

El acoplamiento ligando-proteina se ha convertido en una herramienta poderosa para el
desarrollo de drogas. Es considerado uno de los métodos capaces de identificar modos de
unién ligando-proteina o ligando-receptor con alta precision. Esta precision es esencial para
calcular de manera fiable la energia libre de union del ligando. Se necesitan dichos métodos
cuando el modo de union de los compuestos a estudiar no se pueden determinar
experimentalmente, por cuestiones de costos, viabilidad o de tiempo, para esto es necesario

la optimizacion del ligando basado en la estructura quimica que presente (67, 68).

Varias estructuras de proteinas son objetivos potenciales para la industria farmacéutica, y la
importancia del disefio de farmacos basado en estructura ha aumentado tanto, durante los
Gltimos afios. Varios métodos computacionales basados en estas estructuras tienen como
objetivo la racionalizacién de los experimentos, centrandose en compuestos mas propensos

a tener la actividad, biodisponibilidad y toxicidad deseada (67, 68).
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En la actualidad, la técnica mas comun para hacer frente a este problema, se denomina
seleccion de alto rendimiento virtual (VHTS), tiene la intencion de clasificar varios miles
de moléculas pequefias (por lo general tomadas de una base de datos) de acuerdo con una
serie de propiedades relacionadas con la fijacion a una diana farmacéuticamente relevante.
Complementario a VHTS se utiliza de manera virtual un disefio racional de farmacos
(RDD) el cual sugiere modificaciones basadas en la estructura de un compuesto segun su

fijacion a una diana bioldgica (67).

Una exploracion exhaustiva del espacio de union para el ligando y las posibles formas de
union no es factible debido a que el tamafio del espacio y el nimero de posibles uniones
crecen exponencialmente conforme aumenta el numero de grados de libertad del sistema.
Dentro de los métodos que nos permiten simplificar el calculo de formas de union se
encuentran técnicas denominadas: muestreo heuristico para generar modos de union. Estas
técnicas se clasifican en tres familias principales: a) Enfoque derivado de blsqueda
sistematica, b) Técnicas de simulacién de dinamica molecular y ¢) métodos estocasticos
(67).

a) Los métodos de busqueda sistematica serian demasiado costosos para ser aplicados
directamente, pero varios enfoques sistematicos se combinan para mejorar la técnica, un
ejemplo es el denominado reconstruccién incrementada del ligando. El principio general
de este ultimo es dividir al ligando en fragmentos rigidos y flexibles los cuales se acoplan
en la superficie de la proteina en la posicion y sitio mas conveniente, posteriormente el

ligando se reconstruye sobre la posicion seleccionada previamente (67).

b) Técnicas de simulacion de mecanica molecular estandar (dindmica molecular y la
reduccion al minimo) son atractivos debido a sus fundamentos fisicos en que se basan, pero
consumen tiempo y no son efectivas en cruzar las altas barreras de energia libre de
moléculas bioldgicas, dentro de un tiempo de simulacion relativamente corto. Sin embargo,
la reduccion de las fuerzas de Van Der Waals y las repulsiones electrostaticas son una

manera excelente de seleccionar conformaciones o posiciones de ligando para el grupo de
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propuestas de union debido a la reduccion de barreras de energia en las conformaciones de

transicion (67).

c) Métodos estocasticos, son técnicas de optimizacién en general con una base fisica
limitada, y son capaces de explorar el espacio de blsqueda para el ligando, ignorando las

barreras de energia (67).

Una opcion que retoma lo mejor de cada uno de las técnicas anteriores son los algoritmos
evolutivos, que son procedimientos de optimizacion estocéstica iterativos donde se genera
una poblacién inicial de soluciones y evaluados con respecto a un conjunto de restricciones,
descritas por la funcién de aptitud (caracteristicas buscadas como: nivel de energia,

conformacion, etc.) (67).

En el problema de acoplamiento, la funcion de aptitud describe las interacciones entre el
ligando y el receptor. Esta optimizacién se realiza mediante la variacion de los grados de
libertad relacionados con el ligando y las posiciones del receptor, asi como las
orientaciones y conformaciones. Durante el ciclo evolutivo, peores soluciones son
susceptibles de ser sustituidos por la nueva generacion de respuestas (denominadas
descendientes o hijos), creadas a partir de las primeras soluciones (denominadas padres)
seleccionadas como las soluciones mas aptas. Este proceso se repite hasta que se ha
alcanzado una tendencia en la poblacion, o después de un nimero fijo de generaciones. Los
algoritmos evolutivos requieren un equilibrio entre la diversificacion y seleccién,

controlando la distribucidn de soluciones en el espacio de busqueda (67).

Una diversidad alta combinada con una tasa de renovacion lenta de la poblacion conduce a
un algoritmo robusto y lento, mas o menos similar a una busqueda de tipo estocastica. Por
el contrario, una baja diversidad con una solucion rapida, es probable que cause una
tendencia prematura. Este sesgo de muestreo, puede ser controlado por los parametros
evolutivos (diversidad de factores o valores, tiempo de generacion de poblaciones) es un
aspecto muy potente de los algoritmos evolutivos, ya que se pueden sintonizar de acuerdo
con la complejidad del problema a resolver (67).
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Dos limites se pueden sefialar; En primer lugar, este procedimiento no sigue estrictamente
una estadistica de Boltzmann, y por tanto no proporciona una vision directa sobre las
propiedades termodinamicas de un sistema, tales como la energia libre de unién. En
segundo lugar, los algoritmos evolutivos utilizan elementos estocasticos, y por lo tanto, la
busqueda de la solucion éptima no esta garantizada dentro de un periodo finito de tiempo.
Por esa razon se requieren de enfoques hibridos mas eficientes, en los que el conocimiento
de un problema especifico se utiliza para conducir la evolucidén (estocastico), son

ampliamente utilizados para el inicio del acoplamiento (docking) (67).

La mayor parte de los métodos docking utilizan la blasqueda estocéstica eficiente de los
algoritmos evolutivos para cruzar las barreras de energia y obtener los minimos, que
posteriormente refinan mediante una busqueda local de minimizacion de la energia. Con lo
anterior se utiliza un enfoque hibrido en el acoplamiento, obteniéndose una respuesta con

una mayor probabilidad de veracidad, la cual nos acerca mas a la verdad (67, 68).

Coordenadas iniciales de complejo, z;ﬂ;ﬂﬁﬂ de acoplamiento

parametros de evolucion y
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Figura 11.10 cuadro de procedimiento de algoritmo de software EADock(67).
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En el Figura 11.10 representa el esquema del algoritmo usado por el software ocupado para
realizar los calculos en el presente trabajo, llamado EADock, que. En donde se utiliza un
algoritmo evolutivo hibrido con dos funciones de aptitud, en combinacion con una
sofisticada gestion de la diversidad. EADock se interconecta con el paquete de software
CHARMM para célculos de energia y coordinar el manejo de las iteraciones. Los ejemplos
que han sido usados para validacion de la exactitud el software, estan alrededor del 68% de
los complejos. La tasa de éxito aumenta a 78% cuando se consideran los cinco
acoplamientos mejor clasificados, y el 92% si se tienen en cuenta todos los grupos
presentes en la Gltima generaciéon. La mayoria de las fallas podrian explicarse por la

presencia de los contactos de cristal en la estructura experimental (67).

I11. Justificacion.

El dolor es un mecanismo de defensa que alerta del posible dafio a un organismo, es un
sintoma frecuente dentro de la gran mayoria de las enfermedades y lesiones, en especial
cuando la enfermedad es crénica y sus causas son fisioldgicas, psicologicas y/o sociales.
Esto conlleva que un gasto econdmico fuerte sea en el tratamiento de la sintomatologia del
dolor ().

En la actualidad existen opciones para regular o disminuir el dolor, como los
Antiinflamatorios no esteroideos (AINE) sin embargo muchos de estos farmacos presentan
inconvenientes, tales como: molestias gastrointestinales, hipersensibilidad, asi como riesgo
potencial de infarto al miocardio (3). Por lo tanto es necesario seguir investigando opciones
de tratamiento del dolor; las plantas medicinales en México son un potencial importante

como fuente de nuevos principios activos analgésicos y antiinflamatorios.

Las géneros propuestos en el presente trabajo tienen referencias dentro la medicina
tradicional como remedios para tratar el dolor, del mismo modo los antecedentes
experimentales indican presencia de sustancias quimicas con efecto analgésico en las

mismas especies pero pertenecientes a una region geografia diferente, esto hace que sean

56



una propuesta innovadora para un estudio biodirigido sobre agentes quimicos con efecto

analgesico.

IV. Hipotesis.

Los compuestos quimicos presentes en las plantas, los cuales han sido derivados del
metabolismo secundario de las plantas, presentan actividad biolégica, muchos de estos
efectos resultan benéficos para el hombre. Debido a que es el metabolismo secundario el
que origina estas sustancias activas, especies vegetales pertenecientes a la misma familia
pueden contener compuestos quimicos con efectos similares, asi mismo el metabolismo
intermediario se ve afectado por el medio ambiente que rodea a la especie vegetal, por lo
cual una misma especie vegetal puede tener variantes de compuestos biologicamente

activos, con efecto potenciado, disminuido o de grado intermedio.
Con lo anterior se propone que especies vegetales iguales o pertenecientes al mismo género
pero localizadas en México, son capaces de contener compuestos quimicos con efectos

bioldgicos similares o potenciados, en este caso efecto analgésico, a los reportados en
investigaciones realizadas con especies vegetales de otras regiones o paises.

V. Objetivos.

V.1. Objetivo general.

Buscar e identificar especies vegetales con metabolitos secundarios que presenten actividad

analgesica.

V.2. Objetivos especificos.

e Seleccionar e identificar de las especies vegetales con posible efecto analgésico.
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e Obtener extractos de hexano, acetato de etilo y metanol, de las especies

seleccionadas.

e Determinar el extracto con efecto analgésico y/o antiinflamatorio mas prometedor,

mediante un estudio quimico biodirigido.

e Elucidar componentes quimicos principales del efecto analgésico y/o
antinflamatorio, mediante técnicas espectroscopicas y espectrometricas de
infrarrojo, RMN H.

e Realizar un estudio de tipo docking para proponer mecanismo y afinidad de union a

COX, por parte de los metabolitos encontrados.

V1. Material y Métodos

VI. 1 Recoleccion y preparacion de la muestra.

Se recolectaron muestras de las partes aéreas (tallo, flor y hoja) de las plantas de Bidens
odorata, Buddleja Cordata, Zaluzania augusta que crece de manera silvestre en las

siguientes locaciones:

Bidens odorata: Localizacion: Barrio de Atempa, el Arenal Tizayuca, Hidalgo. Latitud:
19°49'48.59"N Longitud: 98°59'12.23"0 Altitud: 2274metros Noviembre 2012.

Buddleja Cordata: Localizacion: Zempoala Hidalgo. Latitud: 19°55'13.53"N Longitud:
98°39'32.31"0 Altitud: 2507 metros, Mayo de 2012.

Zaluzania augusta: Localizacion: Comunidad del nopalillo Epazoyucan Hidalgo. Latitud:
20° 3'8.13"N Longitud: 98°36'46.43. Junio de 2013.

La especie se identifico en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH), por el M. en C. Manuel Ledesma Gonzalez.
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Se elimino el exceso de tierra y polvo de las plantas recolectadas con un cepillo de cerdas
de plastico y se dejo secar a la sombra por tres semanas. Después se moli6 las hojas y la
flor de cada planta de manera manual.

o

Secado a la sombra Extraccion para reflujo  Eliminacion de solvente Extracto concentrado

Figura V1.1 Secuencia de obtencion de extractos vegetales

V1.2 Obtencion de extractos vegetales

El proceso de obtencion de extractos vegetales se efectud con las tres especies vegetales:
Bidens odorata, Buddleja Cordata, Zaluzania augusta.

V1.2.1 Extracto hexanico

Se pesaron 250g-500g de la planta molida (hojas y flor), se colocaron en un matraz bola de
2000 ml, se agregaron entre 500 ml a 1000 ml de hexano. Se sometié a extraccion por
reflujo con calor por 3 horas, finalmente se filtr6 por gravedad en un embudo con papel
filtro. Una vez filtrado se obtuvo el extracto por evaporacién a presion reducida en el
Rotavapor hasta concentrar a un volumen aproximado de 8 ml. La planta sin solvente se

sometié nuevamente al mismo procedimiento dos veces més.
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V1.2.2 Extracto acetato de etilo

Se pesaron 250g-500g de la planta molida (hojas y flor), se colocaron en un matraz bola de
2000 ml, se agregaron entre 500 ml a 1000 ml de acetato de etilo. Se sometio a extraccion
por reflujo con calor por 3 horas, finalmente se filtrd por gravedad en un embudo con papel
filtro. Una vez filtrado se obtuvo el extracto por evaporacién a presion reducida en el
rotavapor hasta concentrar a un volumen aproximado de 8 ml. La planta sin solvente se

sometié nuevamente al mismo procedimiento dos veces mas.

V1.2.3 Extracto etanolico

Se pesaron 250g-500g de la planta molida (hojas y flor), se colocaron en un matraz bola de
2000 ml, se agregaron entre 500 ml a 1000 ml de etanol. Se sometié a extraccion por
reflujo con calor por 3 horas, finalmente se filtr6 por gravedad en un embudo con papel
filtro. Una vez filtrado se obtuvo el extracto por evaporacidn a presion reducida en el
Rotavapor hasta concentrar a un volumen aproximado de 8 ml. La planta sin solvente se

sometié nuevamente al mismo procedimiento dos veces mas.

V1.2.4 Extracto etanolico de Matricaria Chamomilla.

En el caso del extracto etanolico de Matricaria Chamomilla proporcionado por el
Profesor-Investigador Dr. Mario 1. Ortiz, el cual ha dado resultados positivos en pruebas de
tipo sinérgicas en combinacién con AINES, lo anterior es una de las razones de su eleccion
(29).

V1.3.Dosis Letal media (DLsg)

Para la determinacion de la dosis letal media aguda de los 8 extractos obtenidos se

utilizaron 147 ratones CD1 machos procedentes del Bioterio de la UAEH, con una masa

corporal comprendida entre 25 y 30 g, los cuales fueron mantenidos en un cuarto a
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temperatura constante. La alimentacion consistio en alimento TEKLAD global para

roedores y agua a voluntad.

Se confeccionaron grupos de 3 animales cada uno, a cada grupo se le administré un
extracto disuelto en solucién acuosa con 1-2% de Tween 80, dejando un grupo control
administrado solo con vehiculo. Los extractos de prueba se administraron por via oral
mediante canula intragastrica, con previa ayuna de 12 h. La administracion se dividio en 2
fases de 7 dias cada una, en la primera fase los niveles de dosis administrados fueron de 10,
100, 1000 mg/kg; En la segunda fase se administraron dosis crecientes 1600, 2900 y 5000
mg/Kg.

Los animales fueron observados constantemente durante las primeras 24 h, después las
observaciones fueron diariamente durante un periodo de 7 dias, en donde se registro
cualquier sintoma téxico. Al finalizar este periodo se procedio al sacrificio por dislocacion

cervical. El peso corporal se mido al inicio, y al final del experimento a los 7 dias.

V1.4.Prueba de Writhing reflex o prueba de contracciones abdominales.

En esta prueba se utilizaron 48 ratones CD1, machos procedentes del Bioterio de la
UAEH, con una masa corporal comprendida entre 25y 30 g, los cuales fueron mantenidos
en un cuarto a temperatura constante. La alimentacién consistié en alimento TEKLAD

para roedores y agua a voluntad.

Para el desarrollo de la prueba de Writhing, de los tres extractos de cada una de las tres
especies vegetales (Bidens odorata, Buddleja Cordata, Zaluzania augusta), se realizaron
grupos experimentales de tres ratones cada uno y uno de control. Las dosis administradas
de los extractos vegetales, fueron de 250mg/Kg, 300 mg/Kg, y 1000 mg/Kg.

Lo primero fue la administracion via oral con canula intragastrica de la dosis
correspondientes de extracto (250mg/Kg, 300 mg/Kg, y 1000 mg/Kg) a cada ratdn, esto
media hora antes de la induccidon del efecto nociceptivo. Después de media hora se realizd
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la administracion del agente nociceptivo causante de dolor, en este caso fue una solucion de
acido acético al 1%. La administracion de acido acético via intraperitoneal, causo
inmediatamente un comportamiento muy estereotipado en los ratones, el cual consistio en

contracciones abdominales con estiramiento de las patas traseras.

Cuando se observaron las contracciones abdominales, se contd el nimero de contracciones
que sufrié un ratdén durante un minuto, el conteo de contracciones peritoneales se realizd
cada 5 minutos hasta completar media hora. Posteriormente se paso al siguiente ratén,
repitiendo el proceso. Los resultados se fueron registrando para su posterior

almacenamiento en un archivo de Excel y su analisis estadistico.

V1.5 Cromatografia en columna

Para la purificacion de los extractos hexanico, acetato de etilo y etanélico de las especies
vegetales antes mencionadas, se utilizaron columnas de vidrio de 50 cm de longitud y 2 cm
de diametro, se empaquetaron con gel de silice de 60 micras de tamafio de particula 0.063-
0.2 mm. Como eluyentes se utilizaron disolventes purificados previamente por destilacion
fraccionada, realizando mezclas con hexano, acetato de etilo y etanol, con un incremento a
de gradiente de polaridad del 10%. Las fracciones se recolectaron por goteo y se
concentraron con el rotavapor. Las fracciones obtenidas se plaquearon usando
cromatografia en capa fina para juntar aquellas que presentaron similitud de corrimiento.

Este procedimiento se realiz6 para cada uno de los extractos obtenidos.

VI.6. Cromatografia en Capa Fina

A cada una de las fracciones de cada extracto se les realiz6 este analisis fitoquimico de
manera preliminar mediante cromatofolios comerciales de vidrio y aluminio recubiertos
con gel de silice 60 F254 Merk, como fase estacionaria, y como eluyentes se utilizaron

hexano, acetato de etilo y etanol.

1. Se cortaron las placas a la segun las medidas requeridas (4cm x 5cm 6 3cm x 4cm)
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2. Sobre la placa se depositd una gota de los extractos fraccionados, con ayuda de un
capilar, a una distancia de 0.5 cm del extremo inferior de la placa.

3. Cada placa se introdujo en un recipiente hermetico, previamente acondicionado con
la mezcla de solvente seleccionado y se mantuvieron en la camara hasta que se
eluyera la muestra. Se retir6 de la camara y dejo secar el solvente.

4. Se someti6 a revelado con luz ultravioleta y yodo para determinar su posicion

relativa en el cromatofolio.

VI.7. Determinacion y elucidacion de los componentes quimicos por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de Resonancia Magnética de protén (RMN de 'H) se determinaron en un
equipo Varian a 400 MHz, utilizando tretrametilsilano (TMS) como referencia interna y

como disolvente cloroformo deuterado y dimetil sulfoxido (DMSO).

El factor de referencia de frontera (Rf) obtenido en la cromatografia de capa fina, de las
fracciones aisladas se observaron con una camara de ultravioleta con un equipo Modelo C-
65.

VI1.8. Estudio de acoplamiento molecular (docking) para COX-1y COX-2.

Un estudio de tipo docking, en moléculas bioldgicas, requiere dos modelos moleculares
para su realizacion:

a) El ligando, sustrato o0 molécula pequefia a unirse con una proteina, receptor o enzima.

b) La diana, macromolécula que serd la que recibird al ligando, puede ser un receptor,

enzima, proteina o cualquier otra macromolécula.

VI1.8.1 Obtencion de modelo molecular del ligando (farmaco o producto natural)

Se construyo el ligando mediante el uso de dos softwares de quimica:
a) El primer software que se uso fue ChemBiooffice2010. Los pasos a seguir fueron:
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1. Se construyd la molécula en dos dimensiones, usando las herramientas del software
ChemBioDraw ultra 12.

2. La molécula se paso a tres dimensiones con el software Chem3D Pro 12.

3. Se minimizo energia de molécula y optimizo parcialmente la geometria de la estructura
mediante un calculo de mecéanica molecular (MM2) con ayuda del software Chem3D Pro 12.
4. La nueva estructura y sus resultados fueron guardados en un archivo con extension .pdb,

esto con el fin de que se pueda manipular la informacion posteriormente.

b) Los segundos softwares usados fueron Gaussian 03W y GaussView 3.0

1. Haciendo uso del archivo .pdb anteriormente generado, la informacion se cambi¢ al
formato nativo del software Gaussian 03W.

2. Para la optimizacion de geometria de la molécula, se realiz6 un célculo de tipo Hartree-
Fock con la molécula en estado basal, y siendo la molécula neutra (sin carga eléctrica).

3. Terminado el célculo, la estructura final de la molécula y la informacién, fueron salvados

en un archivo con terminacion .mol2, para facilitar su posterior manipulacion.

V1.8.2 Obtencion de modelo de la molécula diana (ciclooxigenas 1y 2)

Debido a la complejidad que implica modelar una molécula biolégica, tan grande como es
el caso de una proteina 0 enzima, la solucién es buscar en los bancos de bases de datos

digitales el modelo mas actual de la macromolécula requerida.

En este caso se utilizaron dos moléculas dianas:

a) ciclooxigenasa-1(Ptgsl) de rata con numero de identificacion del Centro Nacional de
Informacion de Biotecnologia (NCBI): 10116, ndmero de identificacion de la Base

universal de proteinas (Universal Protein Resource, UniProt): Q63921.

b) ciclooxigenasa-2 (PTGS2) de humano con nimero de identificacion del NCBI: 9606,
namero de identificacion de la Base universal de proteinas (Universal Protein Resource,
UniProt): P35354
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Ambas se obtuvieron de la base de datos perteneciente a la base de datos universal del

centro molecular de ciencias de la vida, dependiente del Centro Suizo de Bioinformatica

(SIB). Ambas moléculas de obtuvieron en formato .pdb para su uso posterior.

VI1.8.3 Realizacion del docking.

Una vez que se tuvieron las dos moléculas, diana y ligando, se realiz6 el proceso de

docking. Debido a la complejidad de los célculos necesarios y el tiempo de célculo

requerido, asi como la manera de fijar los parametros de célculo, se hizo uso del servicio de

software proporcionado por el Centro Suizo de Bioinformatica, para la simplificacion del

calculo.

Los pasos que se realizaron para hacer el calculo de docking fueron los siguientes:

1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Se accedio al sitio en linea del Centro Suizo de Bioinformatica.

Se accedio a la seccion denominada “Submit docking” donde se cargaron los datos
de las dos moléculas a analizar en cada experimento.

En la seccion “target” se cargo el archivo de la molécula diana.

En la seccion “ligand” se cargo el archivo de la molécula pequefia del ligando, ya se
a un farmaco o un producto natural segun sea el caso.

Una vez que se hubieran cargado los archivos con la informacion de ambas
moléculas, se inicio el calculo con el comando “star docking”.

Se llend la informacion requerida por el sistema, la cual identifica el calculo y
proporcionaba la informacidn para el acceso a los resultados.

Una vez enviado el célculo, este se complet6 en un periodo que varia de 2 horas a
12 horas dependiendo de la complejidad de las moléculas.

Se descargan los archivos de resultados en linea y se procede a su analisis e

interpretacion.

Este proceso se repitié con todos los ligandos con las dos moléculas diana, COX-1 y COX-

2. Primero se realizaron los estudios docking de las moléculas activas de los farmacos
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analgésicos actualmente disponibles y posteriormente las moléculas de los metabolitos

bioactivos.

De los resultados de las uniones enzima-Ligando se tomaron en cuanta solo las energias de
union total y las energias de union rapida. Ambas se ordenaron en orden ascendente,

tomando en cuenta que las menores energias son la unién mas estable.

V1.9 Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico de la prueba de dolor de contracciones abdominales (prueba de
writhing) se utilizd el paquete estadistico GraphPad Prism version 5.0 que incluye
pruebas de ANOVA con un analisis de tipo Tukey, donde se compara si habia diferencia
significativa de todas las columnas de datos experimentales con el control positivo. Se
establecio un intervalo de confianza (IC) del 95% y valor de P < 0.05. Para el tratamiento

previo de los datos de todos los andlisis se utilizd Microsoft Office Excel 2007.

VIIl. Resultados

VIIl.1 Extractos

En la tabla VII.1 se muestra el porcentaje de rendimiento que se obtuvo en cada extracto
vegetal.

Tabla VII.1. Rendimientos de extractos vegetales. (Rendimiento calculado a partir del peso de la

planta seca (tallo +hoja) y el peso obtenido del extracto)

Planta Solvente Rendimiento (%)

Bidens odorata Hexano 1.2

Bidens odorata Acetato de etilo 1.4

Bidens odorata Metanol 11.7
Buddleja cordata Hexano 1.5
Buddleja cordata Acetato de etilo 2.72
Buddleja cordata Etanol 1151
Zaluzania augusta Hexano 3.1
Zaluzania augusta Acetato de etilo 59
Zaluzania augusta Etanol 7.2
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VI1.2 Dosis letal media (DLsp)

Los resultados de las dos fases de evaluacion de la dosis letal media, con ratones CD-1, se

registran en la siguiente tabla.

Tabla VII1.2 Resultados de evaluacion de DLsg

Extracto

Fase 1 (10,100 y 1000
mg/Kg)

Fase2 (1600,2900 y 5000
mg/kg)

Bidens odorata
(hexano)
Bidens odorata
(acetato de etilo)

Bidens odorata
(metanol)
Buddleja cordata
(heaxano)
Buddleja cordata
(acetato de etilo)
Buddleja cordata
(etanol)
Zaluzania augusta
(heaxano)
Zaluzania augusta
(acetato de etilo)
Zaluzania augusta
(etanol)

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos
No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos

Sin realizar por falta de extracto.

No mortandad, pérdida de peso,
piloereccion, caida de pelo, piel
morada y 0jos
cerrados(desaparecié después de
24 horas)

No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos
No mortandad, sin pérdida
peso, sin sintomas adversos
No mortandad, sin pérdida
peso, sin sintomas adversos
No mortandad, sin pérdida
peso, sin sintomas adversos
No mortandad, sin pérdida
peso, sin sintomas adversos
No mortandad, sin pérdida de
peso, sin sintomas adversos
No mortandad, sin pérdida
peso, sin sintomas adversos

de

de

de

de

de

VI1.3 Prueba de contracciones abdominales (Prueba de writhing reflex)

En las siguientes grafica se muestran los resultados de las prueba de writhing reflex para las

tres especies vegetales estudiadas. El eje X de la grafica representa el nimero y tipo de

administraciones realizadas durante el experimento. El eje Y indica la media aritmética de

contracciones abdominales sufridas por el total de ratones CD-1, en la muestra.
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La primera columna de izquierda a derecha corresponde a la administracion del vehiculo
(VEH) también denominado blanco, La segunda columna de izquierda a derecha
corresponde al control positivo de indometacina, mostrando en la parte superior el
porcentaje de inhibicion de las contracciones abdominales. De la tercera columna de
izquierda a derecha, son las dosis administradas de los diferentes extractos y el porcentaje

de inhibicion de contracciones abdominales de cada extracto

VI1.3.1 Aceitilla (Bidens odorata)

Bidens odorata

60- 121

4.11

N° de contracciones

Dosis de extractos metanolicos

Figura VII.1 Grafica de prueba Writhing reflex para Bidens odorata
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VI11.3.2 Tepozan (Buddleja cordata.)

Buddleja cordata

601

21.01

40-

201

N° de contracciones

Dosis de extractos etanolicos

Figura VI1.2 Grafica de prueba Writhing reflex para Buddleja cordata.

VI1.3.3 Limpia tunas (Zaluzania augusta)

Zaluzania augusta
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Figura V1.3 Grafica de prueba Writhing reflex para Zaluzania augusta.
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VI11.4 El estudio de Matricaria chamomilla.

Debido a los resultados obtenido en las especies previamente mostradas en el presente
trabajo, se decidi6 complementar el estudio con un extracto etandlico de Matricaria
chamomilla proporcionado por el Profesor-Investigador Dr. Mario I. Ortiz, cuyos estudios
analgésicos previos de Matricaria chamomilla dentro de la UAEH (29) han dado
resultados positivos en pruebas de tipo sinérgicas en combinacion con AINES, el trabajo

consistié en identificacién de metabolitos con efecto analgésico.

Para la identificacion de metabolitos se realiz6 una separacion con técnicas de
cromatografia en columna en fase normal, cromatografia en capa fina y para la
identificacion se utilizd cromatografia en capa fina y RMN de 'H. Los metabolitos

identificados se muestran a continuacion.

Alfa Bisabolol:
Nomenclatura IUPAC: 6-metil-2-(4-metilciclohex-3-en-1-il)hept-5-en-2-ol

Formula molecular:  CisH»0

CH
C OH
H317\ par 14
8, 10 /12
3/2\<H\9/ NP \gH3
15
4\ 6
ne N
7

Figura VII.4 Estructura de a-Bisabolol (sin estereoquimica)
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Tabla V1.3 Desplazamientos quimicos de a-Bisabolol RMN *H

Numerode H | & Desplazamiento | 8 Desplazamiento | & Desplazamiento
Quimico Quimico simulado | Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) en literatura

(Molbase) (69)
(ppm)
2 1.60 1.56 1.49
27 1.75 1.69 1.79
3 1.98 1.92 191
37 1.98 1.97 2.01
5 5.34 5.43 5.37
6 2.03 2.04 1.79
6" 2.07 2.16 2.04
7 1.69 1.65 1.82
9 1.62 1.55 1.44
9” 1.79 1.78 1.44
10°y10 ™~ 2.05 2.10 1.96
11 5.12 5.18 5.20
13 1.89 1.55 1.82
14 1.65 1.61 1.70
15 1.71 1.46 1.71
16 411 3.27 3.65
17 1.32 1.27 1.29
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Figura VIL.5. Espectro RMN *H experimental de a-Bisabolol
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Figura VI11.6 Espectro RMN *H simulado de o-Bisabolol (MestRenova 8.1) (70)
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Figura VI1.7. Espectro RMN H reportado en literatura de o-Bisabolol (Molbase).

Oxido de Bisabolol-A
Nomenclatura TUPAC: (3S,6S)-Tetrahidro-2,2,6-trimetil-6-[(1S)-4-metil-3-ciclohexen-1-
il]-2H-piran-3-ol.

Formula molecular: C15H260,

1 \\\OH
rore
MGl
17
3/K<7\O/9\71(31H3
| TR o
N 6 16 s
H3C/ X, 7
15

Figura VI11.8 Estructura de Oxido de Bisabolol-A
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Tabla V11.4 Desplazamientos quimicos de Oxido de Bisabolol-A RMN *H

NUmerode H | & Desplazamiento | 8 Desplazamiento | & Desplazamiento
Quimico Quimico simulado | Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) en literatura

(Molbase) (69)
(ppm)

2 1.59 1.49 1.49
27 1.64 1.61 1.74
3 1.87 191 191
37 1.88 1.96 2.01
5 5.27 5.42 5.37
6 2.11 2.11 1.79
6" 2.19 2.23 2.04
10 3.35 3.67 3.31
11 1.74 1.73 1.63
117 1.95 2.06 1.88
12 1.21 1.30 1.40
12”7 1.63 1.67 1.65
13 1.17 1.26 1.24
14 1.09 1.26 1.24
15 1.55 1.65 1.82
16 1.53 1.53 1.95
17 1.01 1.18 1.29
18 2.64 2.61 3.58
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Figura VI1.9. Espectro RMN *H experimental de Oxido de Bisabolol-A
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Figura VI11.10 Espectro RMN *H simulado de Oxido de Bisabolol-A (MestRenova 8.1) (70)
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Figura VI11.11. Espectro RMN *H reportado en literatura de 6xido de Bisabolol (Molbase).

Guayazuleno
Nomenclatura IUPAC: 1,4-Dimetil-7-isopropilazuleno

Formula molecular: Ci5H1s

/\%2/\7/11\103%
N
10/3\/5/
/
H,C

Figura VI1.12 Estructura de Guayazuleno
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Tabla V11.5 Desplazamientos quimicos de Guayazuleno RMN *H

NUmerode H | & Desplazamiento | & Desplazamiento | & Desplazamiento & Desplazamiento
Quimico Quimico simuladao | Quimico en Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) literatura (ppm) en literatura

(Molbase) (69)

(Ppm)
1 7.68 7.27 8.196 8.31
5 6.28 6.54 7.001 7.12
6 7.40 6.80 7.402 7.52
9 6.87 7.11 7.616 7.06
10 7.30 6.63 7.216 7.33
11 2.81 3.02 3.077 2.87
12 1.26 1.22 1.357 1.20
13 1.28 1.22 1.357 1.20
14 2.18 2.32 2.82 2.32
15 2.23 2.18 2.662 2.32

CysHyg

7-isopropyl-1,4-dimethylazulene

I T © S

T v I U T J I U I ' I . T ’ 1 5 T ' 1
9 b Z e S 4 3 2 1 Q

Figura V11.13. Espectro RMN *H experimental reportado en literatura de Guayazuleno (71)
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Figura VI11.15 Espectro RMN *H simulado de Guayazuleno (MestRenova 8.1)(70)
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Chamazuleno

Nomenclatura IUPAC: 7-Ethil-1,4-dimetilazuleno

Formula molecular: C14H15

Figura VI1.16 Estructura de Chamazuleno

Tabla VI1.6 Desplazamientos quimicos de Chamazuleno RMN *H

Nimerode H | 8 Desplazamiento | 8 Desplazamiento | & Desplazamiento
Quimico Quimico simulado | Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) en literatura

(Molbase) (69)

(ppm)
1 7.62 7.26 8.31
3 7.35 6.78 7.52
4 6.22 6.53 7.12
8 7.26 6.67 7.33
9 6.80 6.69 7.06
11 2.29 2.32 2.32
12 2.14 2.32 2.32
13 2.73 2.66 2.60
14 1.21 1.21 1.25
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Figura V11.18 Espectro RMN *H simulado de Chamazuleno (MestRenova 8.1) (70)
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Figura VI1.19. Espectro RMN *H reportado en literatura de Chamazuleno (Molbase).

Verbascosido

Nomenclatura TUPAC: [(2R,3R,4R,5R,6R)-6-[2-(3,4-dihidroxiphenil)etoxi]-5-hidroxi-2-
(hydroximetil)-4-[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroxi-6-methiloxan-2-ilJoxyoxan-3-il](E)-3-
(3,4-dihidroxiphenil)propi-2-enoato

Formula molecular: Cy9Hz6015

OH
29
HO, % OH
28" 25/ ~ 23/ 30
Hg\ 9/10\11 H3C/ 26\ O/z v
| || 27 21 20
/N/G\/K/&m/w\m’g'_' 42/4\40/52"
1 | | | | |
(43 1\\\\, 15\ O/ 19,,,1/ o/ 35\ . _ 37\ > 39\ o
| 14 34 44
OH

Figura VI1.20 Estructura de Verbascosido
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Tabla V1.7 Desplazamientos quimicos de Verbascésido RMN *H (72)

NUmerode H | & Desplazamiento | & Desplazamiento | & Desplazamiento & Desplazamiento
Quimico Quimico simulado | Quimico en Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) literatura (72) en literatura

(Ppm) (Molbase) (69)
(Ppm)
2 6.44 6.26 6.25 6.31
3 7.93 7.51 7.58 7.48
7 7.62 7.33 - 7.17
10 7.27 7.10 - 6.93
11 7.23 6.96 - 6.79
27 1.06 1.27 1.09 1.18
28 2.08 1.96 - 3.58
30 111 1.25 - 3.58
33 2.06 2.03 - 3.58
36 2.48 2.77 2.78 3.70
38 6.68 6.61 6.58 6.86
41 7.01 6.67 6.69 6.73
42 6.79 6.63 6.70 6.68
44 5.55 5.66 - 5.35

82



PROTON_D1
Tsaac_col_XXVI_en_acetona-D6_Chamomille

HO o A
NN e N g
| I 57 7 e
B 3 2 1 OH A1 OH
v NN A \\i/?\‘f/ \T)” “ﬁ/ %T‘/“
13
Q 31\‘.“5\ P g /”\M//"’"\OH
‘ 1 u I
QH

p:|
33

riiv

100

90

20

0 85 80 725 70 &5 60 55 50 45 35 30 25 20 15 L0 05
f1 (ppm)
- l - o
Figura VI11.21. Espectro RMN “H experimental de Verbascosido
Predicted 1H NMR Spectrum ®
T o 7
P 00
"?\r&“\“' e xg/*‘\.g
m/%/\,,«f\ﬂ/i\.r/'xﬁ“ .ﬂ/“%l/",“ 3 o0
g 3
R i < u
b -~
31* B
“ 2 % 19 35 29 28 70
Leo
4 bt
] * ¥
b >
I .
0 S = P Lao
7 2:,. 30
3
1 20
Ho
_J.__Jl__n_ UL _JLJ J U Lo
8o 75 70 65 60 55 50 ' ' 35 38 25 20 15 10 05 00

45 40
f1 {ppm)

Figura V11.22 Espectro RMN *H simulado de Verbascésido (MestRenova 8.1) (70)
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Figura VI11.23. Espectro RMN *H reportado en literatura de Verbascésido (Molbase).

VIL.5 Estudio de tipo docking de Matricaria chamomilla.

Se realiz6 un estudio de tipo docking, habiendo usado el servicio en linea proporcionado

por el Centro Suizo de Bioinformatica.

Se utilizaron dos moléculas dianas, COX-1 (73) y COX-2 (73) con las caracteristicas
descritas en la metodologia, las cuales debido a su funcion catalitica dentro del proceso de
formacion de las prostaglandinas a partir del acido araquidonico, son un punto clave para
producir un efecto analgésico y antiilflamatorio, durante cerca de 30 afios han sido el

objetivo de la mayoria de farmacos analgésicos actualmente disponibles en el mercado.

Para el primer paso del analisis docking se us6 como objetivos las dos enzimas COX-1 y
COX-2 y como ligandos ocho moléculas con efecto analgésico utilizadas en la mayoria de
los farmacos. Para esto se estimd la energia de union total y energia de unién rapida para la
interaccion enzima-ligando de las dos enzimas (COX-1 y COX-2) con cada una de las ocho
moléculas ya reportadas en la literatura (74, 75).

Para obtener un resultado de energia total de unién y energia de union rapida se tomaron las
cinco energias mas bajas, pertenecientes a las cinco uniones mas estables y se calcul6 el

promedio de ellas.
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Se ordeno el promedio resultante de las energias de union en orden ascendente (tabla 1.1),

considerando que las menores energias representan las uniones mas estables, ya que cada

molécula busca un estado de equilibrio.

Tabla VI1.8 Energias de estabilidad de ocho moléculas activas de farmacos actuales.

Energia de
rapida
(Simplefitness)

Kcal/mol

-3.389072

-18.054725

7.621315714
6.542330909
13.25016667

-6.368715556

3.901798333

10.37007333

unién

Energia total

union (Fullfitness)

Kcal/mol

-2323.14824

-2383.849525
-2340.111057
-2347.0044

-2320.349967

-2321.478044

-2320.45615

-2310.147633

rapida
(Simplefitness)

Kcal/mol

-5.530006667

-11.889725
1112083333
7.033253
20.74494444

-6.094116667

2.268110875

19.6271125

de Energia de unién Energia total

de

union (Fullfitness)

Kcal/mol

-2328.70093

-2385.4913

-2339.54855
-2349.01393
-2320.40219

-2317.22098

-2326.67101

-2313.89156

El segundo paso consistié en el analisis docking de los tres metabolitos principales, dentro

de la Matricaria chamomilla, con efecto analgésico. Las tres moléculas seleccionadas son:

o-Bisabolol, Oxido de bisabolol-A y Guayazuleno.

Se tomaron en cuenta los promedios de las energias de union total y de energia rapida de

los metabolitos de Matricaria chamomilla .Se ordenaron en una nueva tabla (tabla 1.2) en

orden ascendente, tomando en cuenta los valores de los metabolitos secundarios junto con
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las moléculas presentes en los farmacos. Se considera que los valores menores representan

las uniones mas estables.

Tabla V1.9 Energias de estabilidad de ocho moléculas activas de farmacos actuales y 3 productos

naturales.

Energia de union

Kcal/mol

-57.0272

-18.054725
-26.68106667
6.542330909
7.621315714
-3.389072
3.901798333

-6.132441667

13.25016667
-6.368715556
10.37007333

16.1340125

VIIIl. Discusion.

rapida (Simplefitness)

Energia total de

unién (Fullfitness)

Kcal/mol

-2380.815811

-2383.849525

-2350.926367

-2347.0044

-2340.111057

-2323.14824

-2320.45615

-2322.44145

-2320.349967

-2321.478044

-2310.147633

-2312.190313

(Simplefitness)
Kcal/mol

-57.95908889

-11.889725
-28.71815556
7.033253
11.12083333
-5.530006667
2.268110875

-4.320475385

20.74494444
-6.094116667
19.6271125

12.87468571

Energia de unidn rapida

Energia total de
unién (Fullfitness)
Kcal/mol

-2385.530356

-2385.4913
-2361.476822
-2349.01393
-2339.54855
-2328.70093
-2326.671013

-2326.529685

-2320.402189
-2317.220983
-2313.891563

-2309.162986

VIII. 1 Andlisis de Prueba de contracciones abdominales (prueba de writhing reflex)

Al analizar los resultados correspondientes a las pruebas de contracciones abdominales de

las tres primeras especies vegetales, Bidens odorata, Buddleja Cordata, Zaluzania
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augusta. Se puede llegar a las siguientes observaciones:

El porcentaje de inhibicion de todas las dosis administradas para las dos primeras especies
vegetales (Bidens odorata, Buddleja Cordata), no alcanza a igualar o superar el porcentaje
de inhibicion del control positivo (indometacina). Esto indica que los extractos no
presentan ningun efecto analgésico significativo, esto también se mantiene para dosis

elevadas de los extractos, como el caso de 1000 mg/Kg.

En el caso de Zaluzania augusta, las dosis administradas que estdn por debajo de 1000
mg/Kg no presentan un porcentaje de inhibicién cercano al del control positivo de
indometacina. Esto muestra que dosis de extracto por debajo de 1000mg/Kg no presentan

ningun efecto analgésico significativo.

En la dosis de 1000mg/Kg del extracto de Zaluzania augusta, la cual presenta un porcentaje
de inhibicion de contracciones abdominales del 60 % el cual es levemente superior al del
control positivo ( 55.5 %). A pesar de presentar una indicacion de efecto analgésico, se
consider6 poco practico continuar su estudio debido a que la dosis a la que el extracto de
Zaluzania augusta presento efecto es demasiado elevada, en comparacién con la dosis del
control de indometacina (10 mg/Kg). El requerir una dosis elevada del extracto para ver un
efecto analgésico in vivo nos indica que, el efecto analgésico del metabolito o metabolitos
es muy bajo y una dosis alta podria acarrear efectos secundarios no deseables en un
organismo vivo, debido a la interaccion de los metabolitos en otros procesos biolégicos,

haciendo poco préactico su uso.

Con lo anterior, se considero que ninguno de los extractos de las tres especies vegetales del
estudio, tiene efecto analgésico significativo, debido a los resultados negativos de la
prueba de contracciones abdominales, la cual se considera una prueba inicial en estudios de
dolor para identificar efecto analgésico en moléculas en las que se desconoce mecanismo
de accion, ademas de que se genera un dolor leve o moderado, por lo tanto los extractos no
mostrarian ningun resultado positivo en otra prueba de dolor, cuyos niveles de dolor son

elevados o cronicos.
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VIII. 2 Metabolitos aislados de Matricaria chamomilla.

Los cinco metabolitos identificados han sido descritos en la literatura con efectos
bioldgicos de tipo analgésico, estos se encuentran en el extracto etandlico de Matricaria
chamomilla. En la literatura estos metabolitos son descritos con efectos analgesicos como

se menciond en el marco tedrico.

Alfa Bisabolol: Es un sesquiterpeno con un ciclo de seis carbonos, presencia de dos dobles
enlaces y un grupo alcohol; Segun las posiciones descritas en la figura VIII.1 (los &tomos
de carbono en verde son los que cuentan con atomos de H detectados por el equipo de

RMN vy los nimeros rojos son atomos de Carbono carentes de H, esto para cada estructura

mostrada)
CH
c OH 3
H317\ /16 1\4
8. 10, /12
3/K1<H\9/ ~.7 \CH3
‘ ‘ b 13
R 6
HSC/ \5/
7
Figura VII1.1 Estructura de a-Bisabolol (sin estereoquimica)
En la tabla VIII.I se puede apreciar varias columnas las mas importantes son de

desplazamientos Quimicos, una del espectro obtenido experimentalmente, otra del espectro
de RMN simulado mediante uso de software de analisis de RMN MestRenova 8.1 y una
tercera con los valores reportados en la literatura Se observa que los valores son similares
entre cada columna, aunque no son iguales son muy préximos, esto nos indica que tenemos
la presencia del compuesto antes mencionado, las variaciones son debidas a la presencia de

impurezas en la muestra de analisis.

El alfa-bisabolol presenta dos isomeros debido a los dos carbonos quirales de las posiciones
1y 8, estos isomeros se denominan segun la posicion del carbono S (C1), S (C8) y S (C1),
R (C8). Ambos isdmeros estan presentes en las plantas con diferentes concentraciones, el
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identificar cual es el principal no es posible sin una muestra enantiomérica pura, la cual es

dificil de obtener sin una reaccion de derivatizacién adecuada, por lo que en el presente

trabajo se reportan espectros de RMN *H de mezclas racemicas.

Aunque el a-Bisabolol es un metabolito relativamente conocido, su principal método de

identificacion es por medio de HPLC de gases o liquidos y poco frecuente con RMN *H,

esto dificulta la obtencion de bases de datos de RMN del bisabolol para su comparacion.

Una ventaja adicional es que se fortalece una forma mas de identificacion del a-Bisabolol

mediante el uso de técnicas de RMN *H.

Tabla V111.1 Desplazamientos quimicos de a-Bisabolol RMN *H

Gupos Nimerode H | 8 Desplazamiento | 8 Desplazamiento | & Desplazamiento

funcionales Quimico Quimico simulado | Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) en literatura

(Molbase) (69)
(ppm)

Ciclo 2 1.57 1.56 1.49
Ciclo 27 1.72 1.69 1.79
Ciclo 3 1.95 1.92 1.91
Ciclo 37 1.95 1.97 2.01
Daoble enlace 5 5.34 5.43 5.37
Ciclo 6 2.0 2.04 1.79
Ciclo 6~ 2.04 2.16 2.04
Metilo 7 1.66 1.65 1.82
Cadena lineal 9 1.59 1.55 1.44
Cadena lineal 9” 1.76 1.78 1.44
Cadena lineal 100y10” 2.02 2.10 1.96
Doble enlace 11 5.09 5.18 5.20
Metilo 13 1.86 1.55 1.82
Metilo 14 1.62 1.61 1.70
Ciclo 15 1.68 1.46 1.71
Alcohol 16 4.11 3.27 3.65
Metilo 17 1.29 1.27 1.29
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Oxido de Bisabolol-A: Es un sesquiterpeno con dos ciclo de seis siendo uno un carbociclo

y el otro un heterociclo, con un doble enlace y un grupo alcohol; Segun las posiciones

descritas en la figura VI1.2

1 WOH
P
MG
17

3/2\<7\ /9\ S

8 C
/4\ /6 1:' 13HS

e s

Figura VII1.2 Estructura de Oxido de Bisabolol-A
Tabla V111.2 Desplazamientos quimicos de Oxido de Bisabolol-A RMN 'H

Gupos NOmerode H | & Desplazamiento | 8 Desplazamiento | & Desplazamiento

funcionales Quimico Quimico simulado | Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) en literatura

(Molbase) (69)
(ppm)

Carbociclo 2 1.59 1.49 1.49
Carbociclo 2 1.64 1.61 1.74
Carbociclo 3 1.87 1.91 1.91
Carbociclo 37 1.88 1.96 2.01
Doble enlace 5 5.27 5.42 5.37
Carbociclo 6 2.11 2.11 1.79
Carbociclo 6" 2.19 2.23 2.04
Heterocliclo 10 3.35 3.67 331
Heterocliclo 117 1.74 1.73 1.63
Heterocliclo 117 1.95 2.06 1.88
Heterocliclo 12 1.21 1.30 1.40
Heterocliclo 12 1.63 1.67 1.65
Metilo 13 1.17 1.26 1.24
Metilo 14 1.09 1.26 1.24
Metilo 15 1.55 1.65 1.82
Carbociclo 16 1.53 1.53 1.95
Metilo 17 1.01 1.18 1.29
Alcohol 18 2.64 2.61 3.58
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En la tabla VIII.2 se puede apreciar varias columnas y las mas importantes son de

desplazamientos Quimicos, una del espectro experimental, otra del espectro de RMN

simulado mediante uso de software de analisis de RMN MestRenova 8.1 y una ultima con

desplazamientos reportados en la literatura. Se observa que los valores son similares en

cada columna al compararlos, esto nos indica que tenemos la presencia del compuesto antes

mencionado, los valores no llegan a ser iguales debido a la presencia de impurezas en la

muestra.

Guayazuleno: compuesto aromatico con dos ciclos uno de siete carbonos y otro de cinco,

también llamado Azuleno, tiene tres sustituyentes dos metilos y un isopropilo; Segun las

posiciones descritas en la figura VI1.3.

o
/\%2/\7/11\?3'_'3
N
10— \’/

/

H,C

Figura VI11.3 Estructura de Guayazuleno

Tabla V111.3 Desplazamientos quimicos de Guayazuleno RMN 1H

Gupos NUmero de H O Desplazamiento | & Desplazamiento | 6 Desplazamiento | & Desplazamiento
funcionales Quimico Quimico simuladao | Quimico en Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) literatura (ppm) en literatura
(Molbase) (69)
(ppm)
Aromético 1 7.68 7.27 8.196 8.31
Aromético 5 6.28 6.54 7.001 7.12
Aromético 6 7.40 6.80 7.402 7.52
Aromético 9 6.87 7.11 7.616 7.06
Aromético 10 7.30 6.63 7.216 7.33
Isopropilo 11 2.81 3.02 3.077 2.87
Isopropilo 12 1.26 1.22 1.357 1.20
Isopropilo 13 1.28 1.22 1.357 1.20
Metilo 14 2.18 2.32 2.82 2.32
Metilo 15 2.23 2.18 2.662 2.32
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En la tabla VIIL.3 Se puede apreciar las columnas principales, son de desplazamientos
Quimicos, una del espectro experimental, otra del espectro de RMN simulado mediante uso
de software de anéalisis de RMN MestRenova 8.1, una tercera y cuarta con valores de
desplazamientos quimicos reportados en la literatura. Al observar las dos columnas con
desplazamientos reportados en literatura se nota que los valores entre ellas no son iguales,
esto debido al solvente que disolvid la muestra al ser analizada y/o la Frecuencia de trabajo
del equipo, asi como el estandar usado para calibrar el equipo. La mayoria de los valores
del espectro obtenido experimental se encuentran en un punto medio entre las dos
referencias de la literatura, pero en este caso los valores no son iguales y tampoco son
cercanos, asi que no se puede asegurar la presencia del Guayazuleno, pero existe la presencia
de un compuesto aromatico probablemente formado por una estructura de Azuleno o

similar con sustituyentes metilo.

Camazuleno: compuesto aromatico con dos ciclos uno de siete carbonos y otro de cinco,
también Ilamado Azuleno, tiene tres sustituyentes dos metilos y un etilo; Segln las

posiciones descritas en la figura VI1.4.

Figura VI11.4 Estructura de Chamazuleno
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Tabla V111.4 Desplazamientos quimicos de Chamazuleno RMN *H

Gupos NUmero de H | 8 Desplazamiento | 8 Desplazamiento | & Desplazamiento
funcionales Quimico Quimico simulado | Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) en literatura
(Molbase) (69)
(Ppm)
Aromatico 1 7.63 7.26 8.31
Aromatico 3 7.34 6.78 7.52
Aromatico 4 6.23 6.53 7.12
Aromatico 8 6.82 6.67 7.33
Aromatico 9 6.80 6.69 7.06
Metilo 11 2.29 2.32 2.32
Metilo 12 2.14 2.32 2.32
Etilo 13 2.73 2.66 2.60
Etilo 14 1.21 1.21 1.25

En la tabla VIII.4 Se puede apreciar varias columnas, las mas importantes son de

desplazamientos Quimicos, una del espectro experimental, otra del espectro de RMN

predicho mediante uso de software de analisis de RMN MestRenova 8.1 y una tercera con

desplazamientos reportados en la literatura. Se aprecia que los valores de las columnas de

desplazamientos quimicos son similares, esto nos indica que tenemos la presencia del

compuesto antes mencionado.

Compuesto similar al Verbascésido: Derivado del &cido cafeico, unido a dos glucosas. Con

la estructura de la figura VII.5.

NN SN g
| 27 21 20
HO/B\/\/K/&W/”\W’SH AZ/A\AO/gH
i | | | [
40 31\\\‘.15\O/19,',//0/35\36/37\38/39\ o

| 14 34 44

OH
32

Figura VI1I1.5 Estructura de Verbascosido
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Tabla V111.5 Desplazamientos quimicos de Verbascésido RMN *H

Gupos NUmerode H | & Desplazamiento | 8 Desplazamiento | & Desplazamiento 4 Desplazamiento

funcionales Quimico Quimico simulado | Quimico en Quimico reportado
experimental (ppm) | (ppm) literatura (72) en literatura

(ppm) (Molbase) (69)
(ppm)

Doble enlace 2 6.55 6.26 6.25 6.31
Doble enlace 3 8.04 7.51 7.58 7.48
Aromatico 7 7.73 7.33 - 7.17
Aromatico 10 7.38 7.10 - 6.93
Aromatico 11 7.34 6.96 - 6.79
Metilo 27 1.17 1.27 1.09 1.18
-OH de glucosa 28 2.16 1.96 - 3.58
-OH de glucosa 30 1.22 1.25 - 3.58
-OH de glucosa 33 2.17 2.03 - 3.58
Cadena lineal 36 2.59 2.77 2.78 3.70
Aromatico 38 6.79 6.61 6.58 6.86
Aromatico 41 7.12 6.67 6.69 6.73
Aromético 42 6.90 6.63 6.70 6.68
-OH de glucosa 44 5.66 5.66 - 5.35

El Verbascésido es un compuesto complejo de dilucidar mediante la técnica de RMN *H,
debido al gran nimero de sefiales provenientes del grupo —OH de cada carbohidrato, las
cuales tienden a sobreponerse una con otra en la region de 3 a 4.5 ppm, lo cual dificulta la
posibilidad de identificar cada sefial individual con precision. Sin embargo En la tabla
VI1I1.5 Se puede apreciar las columnas de desplazamientos Quimicos, donde se indican las
grupos funcionales mas caracteristicos que pertenecen al Verbascosido. Se aprecia que los
valores de las tres columnas son similares, aunque no es posible confirmar la presencia del
Verbascosido debido a que la resolucion del espectro no permite ver las sefiales con
claridad e identificar sus valores, si se aprecia el perfil caracteristico de un compuesto
aromatico, unido a un carbohidrato el cual tiene grupos metilo, esto nos permite asegurar la
presencia de un derivado del &cido cafeico glicosidado, y en la literatura se reporta que hay
presencia de derivados del acido cafeico en extractos polares de Matricaria chamomilla
(76-78).
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VIII. 3 Estudio tipo docking de Metabolitos aislados de Matricaria chamomilla.

Con los modelos que se obtuvieron de las bases de datos digitales, de las enzimas
ciclooxigena-1 (COX-1) y ciclooxigenasa-2 (COX-2), se realiz6 la identificacion de los
residuos de aminoacidos que participan en el proceso de formacion de prostaglandinas.
(Figura VI11.6 y Figura VII1.7.)

La identificacion de los residuos de aminoacidos pertenecientes al sitio activo, permite la
observacion de este sitio activo, es decir el lugar donde entra el sustrato enddgeno y la
enzima inicia el proceso de catélisis de reacciones quimicas, en este caso el acido
araguidonico como sustrato, sufrira las sucesivas reacciones que lo transformaran en alguna

de las diferentes prostaglandinas.
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Figura VIII1.6. COX-1 de rata, Residuos pertenecientes al sitio activo y que participan en la
actividad catalitica: Sec 209, Tyr 387, Sec 390, Ser 532.(73).
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Figura VIIL.7. COX-2 de humano, Residuos pertenecientes al sitio activo y que participan en la
actividad catalitica: Arg 106, Sec 193, Tyr 341, Tyr 371, 374 Hsd (Homoserina), Ser 516(79).

La similitud entre la COX-1 y la COX-2 es de 60%, sin embargo en el sitio activo la
similitud se incrementa a 85%, esto explica que varios analgésicos pertenecientes al grupo
de los AINES, presentan efectos inhibitorios de ambas isoformas. Al ser inespecifica la
inhibicion desencadena efectos secundarios como dafio gastrico. El esquema VIIIL.8

representa los sitios de regulacion en los que intervienen la COX-1 y COX-2, asi como los
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farmacos con capacidad inhibitoria para cada enzima (20, 25).

| | COX-1 | | B COX-2 ||

Expresion Citocinas
{cunstitutiva Factores de crecimiento
v v Factor de Necrosis Tumoral
(TNF-Q)

Glucocorticoides _l

COX-1 | | coxX-2 |
Inhibidores de la
I— AINES _l I— COX-2
q% \ (o %‘%
Segregacion Estomago Cerebro Macrofagos
plaquetaria IProteccidn Hyperalgesia Inflamacién

g s

Regulacién e i 5n de ciclooxi

o

Figura V111.8 Interacciones de la COX-1 y COX-2 con farmacos inhibidores(25)

Los AINES son los farmacos comunmente mas usados al tratar el dolor leve o cronico (15),
presentan alta frecuencia de efectos secundarios, por lo anterior en la busqueda de nuevos
principios activos analgésicos, se busca aquellos que sigan un mecanismo similar a los
AINES, buscando una mayor especificidad, sin que incremente su costo y complejidad de
sintesis (15, 23).

Desde hace méas de una decada se sabe que los inhibidores de COX, especificamente los
AINES, son inhibidores lentos que forman un complejo Enzima-Inhibidor (COX-AINE
(25) en el sitio catalitico de la enzima, Sabiendo que la inhibicion de la mayoria de los
AINES se debe a que imitan al sustrato enddgeno de la COX y ocupan su lugar, impidiendo
la unién del sustrato enddgeno, cortando el proceso de catélisis de estas enzimas. El
complejo no presenta union quimica de tipo covalente, méas bien es una union electrostatica
con fuerzas menores a la de un enlace quimico, tales como puentes de hidrogeno y fuerzas

de Van der Waals. Algunos de estos complejos COX-AINE, presentan una gran estabilidad
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global de energia total y en términos funcionales se consideran complejos irreversibles,
dando como consecuencia que el complejo enzima-inhibidor no se rompe y se inactiven las
enzimas COX-1 y COX-2, impidiendo que continle la sintesis de prostaglandinas y
disminuya la respuesta del dolor, asi como la produccion de mucosa géastrica protectora en
el estbmago y se ve afectada la segregacion plaquetaria (19, 25, 39).

Los AINES como inhibidores actian en dos fases: La primera es similar a una inhibicion
enzimatica por competencias, en la que una mayor concentracion del sustrato enddgeno
desplazara al inhibidor; por esto se denomina inhibidores lentos. Durante la segunda los
AINES modifican levemente su posicién bloqueando lo que se denomina en la
ciclooxigenasa “puerta de unién o aceptor de protones” lo cual origina una union enzima-
inhibidor de mayor estabilidad y que al final dard& un complejo COX-AINE de tipo

irreversible, completando la inactivacién de la enzima. (18, 25).

La velocidad a la cual suceden estos pasos es dificil de determinar y se considera para fines
practicos que la cinética del inhibidor es en un solo paso (25). Lo que si queda claro es que
la estabilidad del complejo Enzima—inhibidor, en el caso de los AINES no especificos es
alta al final de la formacién del complejo, un buena aproximacion, desde el punto de vista
molecular, para sugerir la efectividad de un compuesto quimico como posible agente
analgésico es la estabilidad final de complejo (enzima-Inhibidor) que forme al unirse con la
ciclooxigenasa. La estabilidad total de un complejo enzima-inhibidor esta dada por su
energia global la cual debe ser baja, con lo que es posible sugerir que compuestos con una
energia baja de union tienen el potencial de servir como inhibidores de COX. La siguiente
tarea fue calcular la energia final de complejo de diferentes inhibidores en presencia de las

dos ciclooxigenasas.

Para determinar la relacion que guarda la energia total del complejo enzima-Inhibidor con
la efectividad analgésica a un nivel clinico, se seleccioné una serie de farmacos de la
familia de los analgésicos actuales, con mecanismo de inhibicion de ciclooxigenasa ya sea

que fueran selectivos o no. Estudiando la estructura quimica de cada inhibidor se puede
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predecir cual es el efecto que tendrian. Con base en esto se realizaron el estudio
acoplamiento molecular (docking) de complejos COX-Inhibidores seleccionados. El
estudio docking nos permitio conocer una aproximacion (confianza del 80%) de la energia
final del complejo COX-Inhibidor (74, 75).

Para la seleccion de los compuestos quimicos con posible efecto analgésico, se tomaron en
cuenta estudios previos, de la concentracion inhibitoria media (Clsp) en muestras de sangre
para cada compuesto quimico. La ICsy una medida del efecto analgésico de un farmaco en
seres humanos, las siguientes técnicas se realizan in vivo: técnica modificada de William
Harvey para sangre humana (WHMA por sus siglas en inglés) (25, 54). Un valor de Cls

bajo es generalmente un indicador de mayor efecto de inhibicion.

La Clso es util para nuestro punto de vista molecular ya que refleja un efecto directo de
inhibicion de COX por parte de los compuestos quimicos con actividad bioldgica, un valor
bajo de Clsp indica que una baja concentracion del compuesto quimico inhibir un 50% de
enzima y se ha visto que los medicamentos analgésicos selectivos de COX-2 los cuales

tienen una Clsg baja en comparacién con los AINES.

La tabla VIII.6 muestra algunos compuesto quimicos con actividad analgésica
seleccionados para el estudio de docking, junto con sus valores de Clsp. L0os compuestos
muestran un mecanismo similar, inhibicién de ciclooxigenasa por formacién de complejo

enzima-inhibidor, ya sean especificos o no.
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Tabla V111.6 los valores de la relacion de la Cls, para las moléculas quimicas bioactivas segln los
ensayos completos de sangre y el ensayo modificado de William Harvey.

- 1.97 3.75
- 1.45 3.53
- 0.31 1. 10
- 0.08 0.58
- 0.02 0.20
- 0.01 0.10

La tabla VIII.6  reporta la relacion o cociente de los valores de la Clsp para la COX-1
sobre la Clsg para la COX-2. Al tener una mayor inhibicion de la COX-2 los compuestos

quimicos poseen un mayor efecto analgésico y una reduccién de efectos secundarios, esto
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es coincidente con la clinica, los compuestos con una menor Clsy y mayor efecto analgésico
son los selectivos de COX-2, como se puede ver en la tabla VII1.1, los farmacos de la parte

superior son principalmente inhibidores selectivos de COX-2.

En la tabla VIII.6 Se encuentran presentes analgésicos de tipo AINE con inhibidores
selectivos de la COX-2. Previamente hemos mencionado que la inhibicion de COX se da
por formacion de complejo Enzima-inhibidor, y que este complejo tiene una energia total,
la cual debe de ser minima para poder ser estable y considerarse una inhibicion irreversible.
Por lo tanto una menor energia de complejo enzima-farmaco debe corresponder a una

concentracion Clsg baja.

Ahora que se sabe que el valor de la Clsg tiene relacion con la energia total de complejo,
mediante el mecanismo de inhibicién, y que un valor de Cls bajo debe corresponder a una
energia minima de complejo, se realizo el estudio docking para determinar energia total de

complejo y corroborar esta afirmacion. Los resultados se muestran en la tabla VI1II.7.

Aungue el estudio docking nos indica dos energias de complejo, una denominada
Simplefitness y otra Fullfitness. Nos interesa la Fullfitness, la Simplefitness representa la
sumatoria de las energias intermoleculares de la molécula de inhibidor y la de la enzima en
la posicion en la que se presento la formacion de complejo, sin tomar en cuenta la energia
libre de Gibss de solvatacidn electrostatica (AG eecsolv) 12 consideracion de la energia libre
de Gibss incrementa la exactitud del célculo ya que se sabe que las moléculas tanto del
inhibidor como del farmaco no se encuentran aisladas si no que estan en un medio similar
a una solucion (67). La Fullfitness ya hace esta correccion y arroja la sumatoria de las
energias intermoeleculares del inhibidor y de la enzima con la consideracion de AG gjec.solv-
Asi que es la Fullfitness la que nos indicara la mejor aproximacién a la energia total de
complejo, entre menor sea esta energia mas estable sera el complejo y por la tanto la

inhibicion serd mayor y esto a su vez podria aumentar su efecto analgésico.

Una vez obtenidas las energias totales se puede apreciar en la tabla VI11.7 una tendencia a
que los medicamentos con una menor Clsp (Tabla VI111.6) por COX-2 presentan una menor
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fullfitness, es decir los farmacos selectivos de COX-2 son los que presentan una menor
energia total de complejo, como se esperaria al ser inhibidores selectivos de COX-2.

Tabla VII1.7 Energias simplefitness y fullfitness de complejo Inhibidor-COX 1y 2

Energia de wunion Energia total de Energia de union

rapida union (Fullfitness) répida

(Simplefitness) Kcal/mol (Simplefitness)

Kcal/mol Kcal/mol
- -3.389072 -2323.14824 -5.530006667 -
_ -18.054725 -2383.849525 -11.889725 _
_ 7.621315714 -2340.111057 11.12083333 _
- 13.25016667 -2320.349967 20.74494444 -
- -6.368715556 -2321.478044 -6.094116667 -
_ 3.901798333 -2320.45615 2.268110875 -
- 10.37007333 -2310.147633 19.6271125 -

Sin embargo aun queda la duda de que tan baja tiene que ser una energia de complejo en un
compuesto quimico para ser considerada como representativa de un buen efecto de
inhibicion de COX. Recordemos que los inhibidores imitan al sustrato enddgeno de la
enzima COX (25), en este caso el acido araquidonico compiten con él , por lo el acido
araquidonico debe presentar una energia total de complejo aun mas baja que cualquiera de
las moléculas inhibidoras. Con esto en mente se modelo el &cido araquidonico y se le hizo
el estudio docking para ver su energia total de complejo.
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Las energias totales (fullfiness) de las principales moléculas bioactivas nos dan una idea
directa de su capacidad analgésica a un nivel mas cercano al clinico que solo la inhibicion
enzimatica a un nivel molecular. Tomando en cuenta esos datos, comparar los resultados
del estudio de docking molecular de tres metabolitos aislados en la Matricaria chamomill,
dar una idea de su capacidad analgésica y proponer un mecanismo de accién.

En la tabla VII1.8 se observa que los valores de energia de complejo para los metabolitos
derivados de Matricaria chamomilla son muy similares a los de algunos farmacos. El caso
del a-bisabolol tiene un valor de energia cercano al del NS-398 el cual es un inhibidor
selectivo de COX-2 y su energia es mucho menor a la del Meloxicam, otro inhibidor
selectivo de COX-2. Por otra parte el Oxido de bisabolol A presenta un valor similar al del
Ketoprofeno menor a la del diclofenaco ambos miembros de los AINE. Por ultimo el
Guayazuleno tiene un valor de energia cercano a la energia de la indometacina, también un
AINE.

Estos resultados no sugieren que: A) el a-bisabolol es el metabolito con mayor efecto de
inhibicion de COX. B) Oxido de bisabolol A es un metabolito con una energia de union a
COX similar a la de los AINES como el diclofenaco. C) Guayazuleno presenta una energia
de unién a COX similar a la de los AINES.

Estos datos sugieren una posible explicacion de por qué los extractos de Matricaria
chamomilla presentan efecto analgésico y una disminucion de efectos secundarios de dafio

gastrico relacionados con los AINES no selectivos.

Finalmente el sustrato endogeno de la ciclooxigenasa, el acido araquiddnico, presenta la
energia mas baja de todas las calculadas, con lo cual, se confirma lo esperado, el sustrato
enddgeno tiene la energia total de complejo menor, esto de acuerdo con su estatus de
sustrato enddgeno y naturalmente ser preferido por la ciclooxigenasa. Asi la energia total de
complejo del &cido araquidénico nos da una referencia del valor que tiene que tener una
energia total de complejo de un compuesto para que pueda realizar la inhibicion de la
ciclooxigenasa de manera exitosa, esto se reafirma al comparar el valor de energia del NS-
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398 con el valor de energia del acido araquidonico y ver que difieren en un orden de

centésimas, no hay que olvidar que el NS-398 es un compuesto con inhibicion selectiva de

COX-2 y mayor efecto analgésico al ver sus valores de Clsg.

Tabla VI11.8 Valores de energia total de complejo para moléculas activas de farmacos, metabolitos

de Matricaria chamomilla y el sustrato enddgeno de la ciclooxigenasa. En color rojo valores de

acido araquidonico, en color verde valores de metabolitos de Matricaria chamomilla y en color

azul valores de moléculas de farmacos. Subrayados con rojos los valores de fullfitness considerada

la energia total de complejo.

Energia de unién

Kcal/mol
Acido Araquidénico  -57.0272
a-Bisabolol -26.68106667
Oxido -6.132441667
de bisabolol-A
- o
- o
Guayazuleno 16.1340125

rapida (Simplefitness)

Energia total de

unién (Fullfitness)

Kcal/mol

-2380.815811

-2383.849525

-2350.926367

-2347.0044

-2340.111057

-2323.14824

-2320.45615

-2322.44145

-2320.349967

-2321.478044

-2310.147633

-2312.190313

Energia de unién rapida
(Simplefitness)
Kcal/mol

-57.95908889

-11.889725

-28.71815556

7.033253

11.12083333

-5.530006667

2.268110875

-4.320475385

20.74494444

-6.094116667

19.6271125

12.87468571

Energia total de
unioén (Fullfitness)
Kcal/mol

-2385.530356

-2385.4913

-2361.476822

-2349.01393

-2339.54855

-2328.70093

-2326.671013

-2326.529685

-2320.402189

-2317.220983

-2313.891563

-2309.162986

105



IX. Conclusiones.

IX.1 Pruebas de Writhing reflex.

Al analizar los resultados de las pruebas de Writhing reflex (contracciones abdominales) se
llegd a la conclusion de que ninguno de los extractos de las tres primeras especies
vegetales: Bidens odorata, Buddleja cordata y Zaluzania augusta, presentan efecto
analgesico significativo, debido a que los porcentajes de inhibicion de contracciones
abdominales de los extractos vegetales no superaron el porcentaje de inhibicion del control
positivo (indometacina).La prueba de contracciones abdominales es una prueba inicial en
estudios de dolor para identificar efecto analgésico en moléculas en las que se desconoce
mecanismo de accion, ademas de que se genera un dolor leve o moderado, por lo tanto es
poco probable que los extractos mostraran un resultado positivo en otra prueba de dolor,

cuyos niveles de dolor son elevados o crénicos.

Posibles causas de los resultados del Test de Writhing reflex:

Zaluzania augusta : Se reporta que los principales constituyentes de la Zalazunia augusta
en sus partes aéreas son las zaluzaninas, con mayor concentracion de las zaluzanianas A 'y
B(40). La literatura indica que el principal metabolito con efecto antiinflmatorio y
analgesico es dihidrozaluzaniana-C presente en las partes aéreas de especies vegetales de
Brasil cercanas a la Zaluzania (39). En los estudios de Zaluzania en México no se reporta
la procedencia geografica exacta de las especies estudiadas con zaluzaninas Ay B. Se sabe
que las condiciones ambientales y climaticas influyen en las concentraciones de
metabolitos secundarios, asi que esto indica que las condiciones geograficas, climaticas y
ambientales  del centro de México no son las adecuadas para el metabolito
dihidrozaluzanina-C, por esta razon este metabolito no esti en las mismas cantidades en

especies de Brasil que del centro de México.

Bidens odorata: Dentro del género Bidens las especies principales con efecto analgésico y

antiinflmatorio son Bidens pilosa al tener presencia de compuestos derivados del acido
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cafeico y similares a la apigenina (41), la anterior es una especie muy cercana
taxondmicamente a la Bidens odorata la cual se estudio en este trabajo, sin embargo parece
que su cercania taxondmica no es suficiente para que estos compuestos estén presentes en
cantidades suficientes para presentar un efecto bioldgico. También las condiciones
ambientales y geograficas pueden influir en la presencia de metabolitos secundarios en el
caso de Bidens Pilosa y Bidens odorata, debido a que las estudios de analgesia reportan
especies de Bidens pilosa provenientes de zonas tropicales y/o selvaticas, como es el caso
de Brasil y Taiwan (41, 42), mientras que la colectada para este estudio proviene de zonas

semiaridas.

Buddleja cordata: en el caso de Buddleja cordata su principal metabolito con efecto
bioldgico es el Verbascosido presente en varias especies vegetales de diferentes géneros,
aunque ya previamente se ha identificado la presencia del Verbascosido en Buddleja
cordata (46), No se especifica si en la extraccion del Verbascosido se usa todo la planta o
una parte especifica como partes aéreas o raices. Existe una alta probabilidad que la raiz
contenga mayor cantidad de Verbascosido que las partes aéreas ya que el Verbascésido es
sensible a la luz y esta causa el rompimiento del enlace glicosidico del Verbascosido,

haciendo que modifique su efecto bioldgico (80, 81).

I1X.2 Identificacion de metabolitos de Matricaria chamomilla.

Los compuestos finalmente identificados como posibles causantes del efecto analgésico
son: a-Bisabolol, Oxido de Bisabolol-A, un compuesto aromatico con posible estructura
base de Azuleno con sustituyentes metilo, Camazuleno y un derivado del acido cafeico

glicosidado posiblemente similar al Verbascosido.

IX.3 Estudio tipo docking de Metabolitos aislados de Matricaria chamomilla.

Al comparar los resultados de energia total (fullfitness) de los valores de los inhibidores y el
sustrato enddgeno con cada metabolito de la Matricaria chamomilla en presencia de las dos
isoformas de la COX, y se llegado a las siguientes conclusiones:
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= a-bisabolol es el metabolito con mayor efecto de inhibicién de COX.

= Oxido de bisabolol A es un metabolito con una energia de unién a COX similar a al
diclofenaco (AINE).

= Guayazuleno presenta una energia de union a COX similar a la de los AINES.

Esto sugiere una explicacion de por que los extractos de Matricaria chamomilla presentan
efecto analgésico y una disminucién de efectos secundarios de dafio gastrico relacionados

con los AINES no selectivos.

X. Recomendaciones.

El estudio de efecto biologico de cualquier especie vegetal siempre conlleva
inconvenientes, tales como el rendimiento de los extractos obtenidos, la viabilidad de uso
de los extractos, la solubilidad del extracto en el vehiculo al momento de realizar las
pruebas bioldgicas, los posibles efectos sinérgicos del extracto, debido a la gran cantidad de
compuesto quimicos presentes en un extracto aun purificado. Tal vez la observacion de

efectos no esperados.

Siempre surgiran inconvenientes relacionados al trabajo de investigacién, lo importante es
ir previendo su posible solucion teniendo en cuenta que no retrasen el avance general del
trabajo de investigacion o que se utilicen para general un punto de vista diferente al original

que al final desencadene en un nuevo conocimiento.

Aunque los extractos vegetales estudiados en el presente trabajo no reporten un efecto
analgesico significativo, eso no significa que carezcan de algin efecto biologico
observable, es preciso continuar con el estudio bioldgico de estas especies y descubrir algun

otro efecto bioldgico de utilidad en estas especies vegetales.

En cuanto al estudio docking de los metabolitos de Matricaria chamomilla, y sus

resultados que sugieren posible mecanismo y efecto bioldgico, indica que las herramientas
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de modelado molecular por computadora y los estudios tedricos se han convertido en una

herramienta viable en el estudio de moléculas con efecto bioldgica, una razén de que el

area farmacoldgica ha hecho uso de estas nuevas herramientas en su busqueda de nuevos

principios activos o en el mejoramiento de los ya conocidos, teniendo en cuenta un ahorro

de recursos.
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