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Marie Curie (1867 — 1934)
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RESUMEN

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define al dolor como
una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafio tisular real
o potencial. En la medicina alopatica los antiinflamatorios no esteroideos son los
principales medicamentos utilizados para el tratamiento del dolor, sin embargo, en
las zonas rurales del estado de Hidalgo las personas utilizan la medicina herbolaria

como tratamiento alternativo.

Eleutherine latifolia es una especie vegetal conocida como “talapachijtli” es utilizada
por los pobladores de la comunidad de Xiquila de la region Huasteca del estado de

Hidalgo para el tratamiento del dolor, hemorragias menstruales y diabetes.

Para validar el uso tradicional de E. /atifolia para el tratamiento del dolor, se realiz6
la evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto etandlico de los bulbos,
utilizando el modelo de dolor visceral writhing en ratones CD1 macho, la dosis
evaluada fue 300 mg/kg via intragastrica (IG), encontrandose que disminuy6 las
contracciones abdominales de los ratones en un porcentaje de inhibicion del 58.14
%.

Para determinar la seguridad del extracto etandlico se llevo a cabo la evaluacion de
la toxicidad aguda en ratones CD1 hembra, a dosis de (30, 300 y 3000 mg/kg) por
via |G, se encontré6 que los ratones no presentaron mortandad ni alteraciones

morfologicas significativas en érganos internos.

Se realizaron pruebas fitoquimicas del extracto donde se observé la presencia de

metabolitos de tipo terpeno, polifenol y alcaloide.




L INTRODUCCION

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafio
tisular real o potencial, se considera que el dolor es una experiencia personal,
influenciada en diversos grados por factores bioldgicos, psicolégicos y sociales,
aunque usualmente cumple una funcién adaptativa, puede tener efectos adversos
sobre la funcionalidad y el bienestar social y psicologico (IASP, 2020). Su
tratamiento debe enfocarse con el conocimiento previo de la etiologia del dolor, su
fisiopatologia, tratando de determinar si su solucion es farmacoldgica o quirurgica y
si se trata de un dolor agudo o crénico ya que esto permitira indicar un tratamiento
personalizado, entre los medicamentos actuales se encuentra el grupo de los

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y el de los opioides (Vergel Rivera, 2009).

Los AINEs son un grupo farmacolégico utilizado para tratar la inflamacién, el dolor
y la fiebre conformado por los salicilatos, paraaminofenoles, pirazolonas, acidos
propionicos, acidos aceéticos y oxicams, son farmacos de gran importancia por
encontrarse entre los de mayor consumo a nivel mundial (Vergel Rivera, 2009). El
mecanismo de accion de este grupo de farmacos que participa en el alivio del dolor,
consiste en la inhibiciéon de la ciclooxigenasa (COX 1 y COX 2) de manera que
impiden la sintesis de distintos eicosanoides (prostaglandinas y tromboxanos) a
partir del acido araquidonico. Sin embargo, es de destacarse la presencia de
reacciones adversas que se caracterizan por inducir un numero elevado de
alteraciones y lesiones gastrointestinales, renales y del metabolismo
hidroelectrolitico que a corto y a largo plazo repercuten tanto en la calidad de vida

de los pacientes, como en los servicios de salud (Nufies Camara, 2001).

Los analgésicos opioides son unicos por que pueden disminuir aspectos sensoriales
de la experiencia dolorosa, se clasifican como agonistas fuertes, parciales, débiles
y antagonistas, agonistas-antagonistas mixtos. Los opioides producen analgesia por
unioén a receptores u, Ky 6 acoplados a proteina G especificos que se localizan en
el cerebro y la médula espinal, disminuyen el AMP-ciclico intracelular inhibiendo la

Adenilato ciclasa, una enzima que modula la liberacién de neurotransmisores

10



nociceptivos como la sustancia P, el GABA o la dopamina, involucrados en la
transmision y regulacién de los estimulos dolorosos. Sin embargo, al igual que los
AINEs el uso de opioides presentan reacciones adversas que incluyen depresion

respiratoria, estrefiimiento y dependencia (Katzung, 2013).

Tomando como referencia las reacciones adversas que se presentan durante el uso
de AINEs y opioides es importante realizar investigaciones para la busqueda de

nuevos tratamientos que resulten eficaces y seguros para el alivio del dolor.

Las plantas medicinales juegan un papel importante en la salud humana, la
medicina herbolaria incluye a un gran numero de sustancias extraidas de plantas,
de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el 80 % de la poblacion
mundial sigue utilizando la herbolaria para procurar su salud y en algunas zonas
rurales e indigenas son el unico recurso del que disponen (OMS, 2013; INECOL,
2015; Carrillo E, Lara C & Ruiz M, 2010; Molina M, 2012).

Dado que México se encuentra en una de las 6 regiones mundiales de alta
diversidad con respecto al registro taxondmico de las plantas medicinales nuestro
pais ocupa el segundo lugar a nivel mundial con 4,500 especies documentadas. La
Secretaria de Salud estima que el 90 % de la poblacion ha utilizado la medicina
herbolaria por lo menos una vez en su vida (OVIS, 2019; DGCS UNAM, 2017).

La medicina tradicional vigente entre los grupos étnicos de nuestro pais constituye
una herencia del conocimiento de las plantas medicinales, a pesar de que en
diversas regiones del pais se emplea la herbolaria para el alivio del dolor, las
plantas son poco reconocidas debido a que se encuentran en poblados lejanos a
las zonas urbanas, limitando la investigacion y validacion de potenciales

terapéuticos (Moreno P & Narvaéz G, 2020).

Las plantas medicinales de la regiéon Huasteca del estado Hidalgo, conforman un

modelo terapéutico que en la actualidad sigue atendiendo la gran demanda de la
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poblacion indigena y rural como medicina alternativa para el tratamiento del dolor
(Hernandez-Martinez, 2013).

La Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), en su
primera edicion menciona al menos 35 especies de plantas para el alivio de
diferentes tipos de dolor, es un hecho que se conocen plantas con propiedades
analgésicas, sin embargo, los estudios farmacoldgicos y quimicos que validen el
potencial terapéutico son escasos y estos son requeridos para aprobar su uso
eficaz y seguro en la medicina tradicional mexicana, cabe reconocer que las plantas
son una fuente de sustancias quimicas con potencial analgésico y antiinflamatorio
como opcidn para desarrollar medicamentos destinados al alivio del dolor (Moreno
P & Narvaéz G, 2020).

En las ultimas décadas el estudio de las plantas medicinales, ha permitido
encontrar nuevas moléculas con actividad bioldgica, por lo tanto, se deberan
instrumentar y/o fortalecer los mecanismos nacionales que promuevan la
investigacion sobre la eficacia y seguridad de la medicina complementaria en
busqueda de nuevos farmacos (Rivas Morales & Oranday Cardenas, 2016;

Almaguer Gonzalez, 2009).

En este trabajo se llevo a cabo la evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto
etandlico de los bulbos de E. /atifolia utilizando el modelo de writhing, se evaluo
también la seguridad del extracto utilizando la prueba de toxicidad aguda por via
intragastrica en ratones CD1. Los protocolos de trabajo se llevaron a cabo
siguiendo los lineamientos del CICUAL y el 423 de la OECD.

Este estudio permite contribuir al conocimiento cientifico de la especie E. latifolia
tradicionalmente conocida como “cocomite y talapachijtli” la cual es utilizada para
el alivio del dolor por los pobladores de la comunidad de Xiquila, en Huejutla,
Hidalgo.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Percepcion del dolor

El dolor es una patologia prevalente en la poblacidon en general, que adquiere
especial relevancia por sus implicaciones socioecondémicas (Vicente Herrero &
Delgado Bueno, 2018).

La percepcion del dolor se lleva a cabo en 4 etapas (Ferrandiz Mach, 2016) como

se muestra en la Figura 1.
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Hipotalamo
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Médula espinal
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Neurona aferente

MODULACION

¢ NOCICEPCION

Estimulo

Piel

Figura 1. Percepcion del dolor (tomado de RIE, 2018).
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La transduccion de estimulos es un proceso mediante el cual un estimulo ambiental

activa a un receptor y se convierte en energia eléctrica (Ferrandiz Mach, 2016).

Transmision del dolor: Los nociceptores transforman los estimulos que reciben en
potenciales de accion a través de las fibras aferentes sensoriales primarias y de
ahi a la asta medular superior, iniciando desde el sistema periférico, seguido por la
medula espinal que llega hasta el cerebro, en donde intervienen 3 tipos de

neuronas dispuestas en serie (Ferrandiz Mach, 2016).

Fibras nerviosas aferentes primarias: primera neurona de las vias de transmisién
del dolor (piel, musculos, visceras).

Nociceptores A-delta: mecanicos de alto umbral (pinchazos).

Nociceptores C: mecanicos, térmicos, quimicos.

Fibras nerviosas aferentes secundarias: neuronas espinales de la sustancia gris
de la asta-posterior.

Mecanismo talamo — corticales: neuronas de tercer orden y se encuentran a nivel

supraespinal (Ferrandiz Mach, 2016).

Modulacién: Los estimulos nociceptivos activan a la vez mecanismos encargados
de la modulacién inhibitoria tanto a nivel periférico, como espinal y supraespinal
(Ferrandiz Mach, 2016).

Percepcion: Procesamiento del estimulo nociceptivo en centros superiores, como
el talamo (Ferrandiz Mach, 2016).

2.1.1 Sensibilizacion periférica

El proceso de deteccion, trasmision e interpretacion del dolor agudo se debe a un
circuito ciertamente reducido de neuronas. Una primera neurona denominada
nociceptor detecta estimulos potencialmente nocivos y los trasmite desde donde

se genera hasta la médula espinal, llega al sistema nervioso central, penetra a
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través del talamo y se distribuye por el encéfalo llegando a nucleos que aportaran
el componente afectivo al dolor como es el tdlamo, sistema limbico y la amigdala
que informaran al paciente de la localizacién y la intensidad del dolor (Goicoechea
Garcia, 2016; Ferrandiz Mach, 2016).

2.1.2 Sensibilizacién central

La sensibilizacidén central es un incremento en la excitabilidad de las neuronas del
sistema nervioso central, quienes se encargan de trasmitir hacia el encéfalo
informacion aferente que alcanza la médula espinal por medio del sistema. En un
estado de sensibilizacion central las neuronas hiperexcitables se activan con mayor
facilidad ante la entrada de sefial nociceptiva periférica que tienden a amplificar la
transmision de informacion nociceptiva hacia centros superiores. La sensibilizacion
central se manifiesta a través de dolor espontaneo o persistente, ampliacion de los
campos receptivos de las neuronas nociceptivas medulares, asi como de

hiperalgesia o alodinia (Azkue, Ortiz, Torre, & Aguilera, 2019).

2.2 Mecanismo de activacion y modulaciéon de nociceptores

El estimulo doloroso libera sustancias que estimulan las fibras sensoriales
periféricas entre ellas iones H* y K, aminas (serotonina, noradrenalina),
histamaina, eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos) y citocinas (Leon, Wu
Pong, & B.C. Yu, 2005).

A nivel periférico los diferentes estimulos nociceptivos activan simultaneamente
mecanismos excitatorios e inhibitorios que determinan las caracteristicas de la sefal
dolorosa que alcanza la asta dorsal medular (Ferrandiz Mach, 2016; Jalil, 2017;
Costigan & Woolf, 2000).

Los principales mediadores del dolor se describen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales mediadores del dolor.

Sustancia

Descripcion

Hidrogeniones y

potasio

Cumple funciones de despolarizacion rapida y mantienen la

fibra algica.

Serotonina

A nivel periférico activa las fibras nociceptivas y a nivel

central, participa mas en la modulacién inhibitoria del dolor.

Noradrenalina

Se localiza sobre la médula y otros centros superiores,

participa en la modulacion inhibitoria del dolor.

Histamina

Tiene efectos inmediatos, la contraccion del musculo liso,
dilatacion arteriolar y el aumento de la permeabilidad

vascular e incluso producir dolor.

Oxido nitrico

Radical libre que parece estar implicado en la nocicepcion
tanto a nivel periférico, como central. El sistema oxido
nitrico/GMPc parece estar implicado en la analgesia

inducida por AINEs, opioides y anestésicos locales.

Bradicinina

Estimula nociceptores por mecanismo calcio dependiente,

en la que se activa la fosfolipasa A2 y se sintetizan PG.

Prostaglandinas

y eicosanoides

Intervienen en la sensibilizacién de los receptores u otros
mediadores, las prostaglandinas y estimulan al endotelio y
promueven la salida de los leucocitos del espacio vascular,

fendbmeno conocido como diapedesis.

Citocinas

Las interleucinas, el Factor de Necrosis Tumoral o los
interferones, estimulan los nociceptores de forma indirecta,

al activar la sintesis y liberacion de prostaglandinas.

Sustancia P

Una vez liberada en las terminaciones periféricas de los
nociceptores produce vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad capilar y aumento de la produccion y

liberacion de mediadores inflamatorios.
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2.3 Clasificacion del dolor y sus caracteristicas

2.3.1 Dolor nociceptivo

Producido por la estimulacion breve de los nociceptores de la piel y de otros tejidos
en ausencia de dafo tisular se considera una sensacion protectora que es
necesaria para la supervivencia y el bienestar del individuo, es subclasificado de
acuerdo con la localizacién de la lesién que lo produce en somatico o visceral
(Carrillo Munguia, 2007).

2.3.2 Dolor Inflamatorio

Involucra un dafo tisular, presiones intensas que ocasionan isquemia,
guemaduras, frio intenso y lesiones quimicas, se inicia cuando las células danadas

activan mediadores quimicos e inmunoldégicos (Carrillo Munguia, 2007).

2.3.3 Dolor neuropatico

Se produce por estimulo directo del sistema nervioso central o por la lesion de vias
nerviosas periféricas. Se describe como punzante, quemante acompanada de
persistencias y disestesias, hiperalgesia, hiperestesia y alodinia (Covarrubias

Gomez, Guevara Lopez, Cantu Brito, & Nuche Cabrera, 2015).

2.4 Escala de dolor de la OMS

Es un método secuencial farmacologico que utiliza un pequefo numero de
medicamentos con eficacia ampliamente demostrada y seguridad probada para el
tratamiento del dolor, Figura 2 (Aria, 2013; Katzung 2013).
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Figura 2. Escala para tratamiento de dolor, (tomado de
Katzung, 2013).

2.5Mecanismos de accion y reacciones adversas

2.5.1 Analgésico

Paracetamol: metabolito activo de la fenacetina inhibidor débil de la COX-1 y COX-
2 de tejidos periféricos sin efectos antiinflamatorios significativos, bloquea la
generacion del impulso doloroso a nivel periférico. Actua sobre el centro
hipotalamico regulador de la temperatura. RAM: aumento de las enzimas hepaticas,

mareo, excitacion y desorientacién (Katzung 2013).
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2.5.2 Antiinflamatorios no esteroideos

Inhibidores no selectivos de la COX

Acido acetilsalicilico: Presenta actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética
al inhibir de forma irreversible a la ciclooxigenasa reduciendo la sintesis de
prostaglandinas a partir del acido araquidénico que da lugar a la analgesia central,
periférica y efecto antiagregante plaquetario. RAM: intolerancia gastrica, ulceras

gastricas y duodenal (Katzung 2013).

Diclofenaco, Flurbiprofeno, Ibuprofeno, Indometacina, Naproxeno, Piroxicam:
Tienen la mediacidén sobre todo de la inhibicién de la COX y biosintesis de
prostaglandinas inhiben de modo eficaz la inflamacion y el dolor, RAM: toxicidad

renal y dafo gastrico (Katzung 2013).

Inhibidores selectivos de la COX-2

Celecoxib y meloxicam: Se unen al sitio activo de la enzima COX-2 y la bloquean
con mayor eficacia que a la COX-1. Los inhibidores de COX-2 tienen efectos
analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios similares a los de los AINEs no
selectivos, pero con aproximadamente la mitad de los efectos adversos
gastrointestinales. RAM: infarto al miocardio, accidente vascular encefalico,

tromboembolismo venoso, hipertensién y falla cardiaca (Vergara Salazar, 2017).

2.5.3 Opioides

Agonistas potentes.

Morfina, heroina, metadona y fentanilo: Actuan principalmente sobre los
receptores p y afinidad variable por receptores & y K. RAM: depresion respiratoria,

estrefimiento intenso, convulsiones (Katzung 2013).
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Agonistas parciales.

Codeina, dihidrocodeina, oxicodona: agonistas débiles de receptores u, 6 y K.
RAM: estrefiimiento (Katzung 2013).

Agonistas — antagonistas

Nalbufina: agonista fuerte de receptores K y antagonista de receptores y. RAM:

depresion respiratoria (Katzung 2013).

Buprenorfina: agonista parcial del receptor y y antagonista del receptor K. RAM:

depresion respiratoria (Katzung 2013).

Pentazocina: agonista del receptor K y antagonista débil o parcial del receptor p.

RAM: hipertension y convulsiones (Katzung 2013).

Otros

Tramadol: analgésico de accidn central, actua en el bloqueo de la recaptacion de
serotonina e inhiben la funcién del transportador de noradrenalina, también es un
agonista opiaceo del receptor uy. RAM: convulsiones, estrefiimiento, sequedad de

boca y nausea (Katzung 2013).

2.6 La medicina herbolaria y su investigaciéon en México

En el afio de 1976 se crea en México el Instituto Mexicano para el Estudio de las
Plantas Medicinales (IMEPLAN) que se dedico al estudio de la flora en el pais, en
el caso de la regidn Huasteca la bibliografia encontrada solo es contemporanea
(Hernandez Martinez, 2013).
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2.7 Descripcién de la region Huasteca

La Huasteca es una regiéon multicultural que comprende desde la parte sur del
estado de Tamaulipas, el norte de Veracruz, el oriente de San Luis Potosi, el norte
de Hidalgo, una porcién norte de Querétaro y una parte del norte de Puebla (INAH,
2008).

Entre grandes valles, rios caudalosos como el Panuco y montafias en la region
Huasteca conviven al menos seis grupos indigenas; los Teneek o Huastecos,

nahuas, pames, tepehuas, y otomies (INAH, 2008).

Se puede observar que entre los grupos indigenas existe una interrelacion pese a
la afiliacién étnica o linguistica, otro factor comun entre los pueblos indigenas es su
sistema de creencias, el cual es compartido por casi todos en la region. Esto se
debe a que el sistema religioso de las etnias es un factor determinante y un motivo
principal de convivencia. Por lo tanto, la Huasteca da paso a la multiculturalidad en

la region nororiental del pais (INAH, 2008).

2.7.1 Sitio de recoleccion de E. latifolia

Xiquila (Figura 3), proviene de la lengua nahuatl xiki-atl, xiki (toma) y atl (agua)
“toma agua”. Es una localidad de México perteneciente al municipio de Huejutla de
Reyes en el estado de Hidalgo, se encuentra dentro de las provincias de la Sierra
Madre Oriental, dentro de la subprovincia del Carso Huasteco; su terreno es de
sierra y lomerio. Cuenta con un clima semicalido humedo con lluvias todo el afio. A
la localidad le corresponden las coordenadas geograficas 21° 4’ 38.36” de latitud
norte y 98° 26’ 38.244” de longitud oeste, con una altitud de 215 msnm. Se
encuentra a una distancia aproximada de 7.11 kildmetros al suroeste de la cabecera
municipal, Huejutla (INEGI, 2009).

21



~
~
josm1e
o
e

9837y
A,
N
N
N

VERACRUZ DE IGNACIO
DE LA LLAVE

o
20718 3 f

! SAN FELIPE
ORIZATLAN {,

JALTOCAN

_HUAZALINGO

Figura 3. Sitio de recoleccién, Xiquila, Huejutla, Hidalgo (tomado de INEGI, 2009).

2.7.2 Uso de especies vegetales en la region Huasteca

La Huasteca es una region con una vasta riqueza biocultural en México,

investigaciones etnobiologicas aportan informacion sobre el manejo de la selva
secundaria y el sistema agroforestal tradicional (Hernandez C, 2016 y Moreno,

2013). Otras investigaciones se han enfocado al estudio de las plantas medicinales
y comestibles (Alonso, 2012; Hernandez, 2013; Cilia, 2015, Pineda Herrera, 2020).

Las plantas de la region Huasteca del estado de Hidalgo aparte del uso medicinal
tienen otros usos, como se muestra en la Grafica 1: comestibles, combustibles

(leha), ornamentales o maderables (Hernandez Martinez, 2013).
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Grafica 1. Uso de las plantas en la region Huasteca del estado de Hidalgo
(Hernandez Martinez, 2013).

2.7.3 Plantas utilizadas para aliviar el dolor

En la region Huasteca, se hace referencia a diferentes plantas medicinales para
tratar los distintos tipos de dolor (Hernandez Martinez, 2013) los cuales se

mencionan en la Tabla 2.

Tabla 2. Plantas medicinales para tratamiento de dolor en la region Huasteca.

Nombre cientifico Tipo de dolor

Artemisia ludoviciana Dolor de oido

Cinnamomum zeylanicum Ness )
Dolor de estdmago

Dysphania ambrosioides

Cnidosculos aconitifolius .
Dolor de rifion

Costus mexicanus

Cuminum cyminum

Cdlicos
Lippia graveolens Kunth
Euphorbia sp Dolor de pantorrilla
Hyptis verticillata Dolor muscular
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Es de destacar que Eleutherine latifolia no esta registrada en el trabajo de
Hernandez Martinez en 2013, por lo que este trabajo contribuye al registro de otra
especie medicinal para el tratamiento de cdlicos biliares, renales, estomacales y

dolor reumatico.

2.8 Eleutherine Iatifolia

2.8.1. Informacién de la especie Eleutherine latifolia

Eleutherine latifolia comunmente conocida como “cocomite” y “talapachijtli” (Figura
4) es una planta que pertenece a la familia Iridaceae con aproximadamente 3
géneros y 143 especies (CONABIO, 2021). Su clasificacién taxondmica se describe

en la Tabla 3.

Figura 4 Eleutherine latifolia (fuente propia).
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Tabla 3. Clasificacion taxonémica de E. /atifolia.

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Liliopsida
Orden Asparagales
Familia Iridaceae
Subfamilia Iridoideae
Tribu Tigridieae
Género Eleutherine
Especie Latifolia

Fuente: (UNAM, 2014)

2.8.2 Sitio de distribucion

La especie se distribuye en las regiones tropicales de América Central y del Sur,
en el Bajio y regiones adyacentes se ha localizado esta especie en bosques
tropicales caducifolios, matorrales y mas comunmente en parcelas de cultivo y
vegetacion secundaria, en el noreste de Guanajuato y el noreste de Querétaro, Alt
250 — 1100 m. Se le ha visto floreciendo de agosto a octubre. Distribuida desde el
este de México hasta Honduras. Aparentemente esta especie se ve favorecida por
el disturbio, por lo que no presenta problemas de conservacién. Especificamente
en México se localiza en los estados de: Chiapas, Guanajuato, México, Nayarit,
Oaxaca, Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz e Hidalgo
(Espejo Serna, Lopez Ferrari, & Ceja Romero, 2010; CONABIO, 2021).

2.8.3 Descripcion botanica

Es unaplantade 30 a 40 cm de alto; bulbo subgloboso a ovoide, de 2 a 3.5 cm de
largo, de 1.5 a 2.5 cm de diametro, tunicas rojizas, estriadas, frecuentemente con

pruina amarilla, raices pocas, fibrosas; hojas de dos a cuatro, basales, plegadas,
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lineares a linear — lanceoladas, de 15 a 40 cm de largo, de 0.9 a 2.2 cm de ancho,
glabras, coriaceas, las nervaduras amarillas, flores de color crema a blanco crema,
capsulas oblongo — cilindricas a turbinadas 2 cm de largo; semillas amarillentas

(Espejo Serna, Lépez Ferrari, & Ceja Romero, 2010).

2.8.4 Uso medicinal

Eleutherine latifolia conocida comunmente como “talapachijtli”, es empleada por las
personas de la comunidad de Xiquila, Huejutla Hidalgo, que utilizan la infusion de
los bulbos para el tratamiento de codlicos biliares, renales, estomacales; dolor
reumatico, diabetes mellitus y hemorragias menstruales (Referido por el Sr. Diego

Francisco Hernandez, habitante de la comunidad de Xiquila).

2.8.5 Estudios quimicos y farmacolégicos

Hasta nuestro conocimiento no se encontraron descritos estudios farmacolégicos y
quimicos previos que proporcionen informacién de la especie E. latifolia. Sin
embargo, se han descrito estudios de especies pertenecientes al género

Eleutherine.

2.8.6 Estudios quimicos y farmacolégicos de especies pertenecientes al

género Eleutherine

Eleutherine americana

Hye Y y Su H., en 2008 evaluaron el efecto antiinflamatorio del extracto metandlico
de los bulbos de E. americana empleando el método de cultivo celular de
macrofagos, el cual presentd efecto a concentracion de (0 — 40 um) al suprimir la

enzima oxido nitrico sintasa, encargada de la transcripcién del Factor nuclear kappa
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B, compuesto aislado fue Isoeleuterina 1 (Hye-Young, Su-Hyun, Ah-Reum, Seoung
Woo, & Sang Hyung, 2008).

Wijaya K., en 2010 evalud la actividad antifungica del extracto metandlico de los
bulbos de E. americana mediante ensayos antifungicos de difusion en agar de T.
mentagrophytes, a concentracion de 80 pg/disco, se identificé la inhibicion de hasta
14 mm en el crecimiento del hongo, también llevé a cabo pruebas anticancerigenas
empleando células de melanoma B16 e identifico la inhibicion del 87 % en la
formacion de melanina, asignando los efectos al compuesto eleuterina 2 aislado de

los bulbos (Wijaya Kusuma, Tangke Arung, & Rosamah, 2010).

Hokaido y Leyama T., en 2011 llevaron a cabo pruebas hipoglucemiantes del
extracto metandlico del bulbo de E. americana utilizando la prueba de inhibicién de
a glucosidasa en intestino de raton se detect6 la inhibicion de la a glucosidasa en
mas del 50 %, el efecto fue presentado por el naftaleno aislado, eleuterinosido A 3
(Tomohiro, DPT, & Kawabata, 2011).

Sirirak, en 2011 evaluo la actividad antimicrobiana del extracto etandlico del bulbo
de E. americana. Para ello utilizé el método de difusién de agar en disco, utilizd 2.5
mg como concentracidn del extracto que presentd efecto con zonas de inhibicion
entre 10 — 37 mm del crecimiento de la cepa Campylobacter spp (Sirirak &
Voravuthikunchai, 2011).

Mei G. y Yang Y., en 2018 realizaron la evaluacién protectora del extracto
metandlico de los bulbos de E. americana utilizando el método MMT in vitro a
diversas concentraciones (1, 5y 10 uM) con el cual identificaron efecto protector
frente a lesidon de células endoteliales de la vena umbilical humana, la actividad
biolégica se le atribuye a los naftalenos aislados eleuterol A 4, eleuterol B 5,
eleuterol 6, eleutinona B 7 y eleutinona C 8 (Mei Gen, Yang Yang, Ron tao, & Men,
2018).
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Chen, Sun y Liu., en el 2020 llevaron a cabo la evaluacion antimicrobiana del
extracto metandlico de los bulbos de E. americana utilizando el método de
microdilucion liquida frente a Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA),
encontraron actividad de CMI de 0.78 ug/mL en el crecimiento bacteriano. Del
extracto se asilaron dos naftoquinonas eleucanainona A 9 quien presento el efecto
antibacteriano y eleucanainona B 10 (Chen, Sun, & Liu, 2020).

Mahabusarakam y Hemtasin., en 2009 aislaron del extracto hexanico de los bulbos
de E. americana los compuestos, eleutinona A 11, eleutraquinona A 12,

eleutraquinona B 13 y eleucanarol 14 (Mahabusarakam, Hemtasin, Chakthong, &

Beatrice Olawumi, 2009).
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Figura 5. Compuesto aislados del bulbo de E. americana
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Figura 6. Compuestos aislados de los bulbos de E. americana (continuacion)
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Eleutherine bulbosa

Bianchi C y Ceriotti G., en1975 realizaron la evaluacion antimicrobiana del extracto
etandlico del bulbo de E. bulbosa, utilizando el método de difusion en placas de agar
contra Bacillus subtilis, encontrandose que inhibe el crecimiento bacteriano a
diversas concentraciones hasta 62.5 pg/mL, el compuesto quimico aislado

corresponde a eleuterina 2 (Bianchi & Ceriotti, 1975).

Almeida A, Kloos y Leomar., en 2003 realizaron la evaluacion antifungica del
extracto de diclorometano de los bulbos de E. bulbosa empleando el método de
difusién antifungigrama frente a C. sphaerospermum, se observaron zonas claras
de inhibicion del crecimiento, la actividad farmacolégica se debe a los compuestos

eleuterinona 15, eleuterol 6 y eleuterina 2 (Almeida Alves, Kloos, & Leomar, 2003).

Gallo R, Palazzino y Lurilli, en 2010 aislaron del extracto etandlico de los bulbos de
Eleutherine bulbosa los policétidos (R)-4-Hidroxieleuterina 16, Eleutona 17,
Eleuterinol-B-O-B-D-Glucésido 18, Isoeleutosido C 19 (R. Gallo, Palazzino, Federici,
& lurilli, 2010).
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Figura 7. Compuestos aislados de los bulbos de E. bulbosa
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Figura 8. Compuestos aislados de los bulbos de E. bulbosa (continuacion).

Eleutherine palmifolia

Tahan U y Agus R., en 1997 aislaron del extracto metandlico de los bulbos de E.
palmifolia los glucésidos, eleutosido A 20, eleutosido B 21 y eleutosido C 22
(Shibuya, Fukushima, Ohashi, Nakamura, & Kitagawa, 1997).

Masgfria M. en 2019 evalu6 el efecto antifungico del extracto hexanico de los bulbos
de E. palmifolia, mediante el método de difusién utilizando discos, presentd efecto
de inhibicion de 19.48 mm para Candida albicans y 42.20 mm en Trichophyton
mentagrophytes a concentracion de 20 mg/mL (Masfria Masfria & SA Tampubolon,
2019).
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Mutiah, en 2020 realizé la evaluacidn anticancerigena y hepatoprotectora del
extracto etandlico del bulbo de E. palmifolia, llevd a cabo pruebas en ratones BALB/c
en modelo CAC a dosis de 0.50 mg/ 20 g de peso el extracto fue eficaz para
proporcionar efecto hepatoprotector contra el estrés oxidativo, antiinflamatorio y
antiapoptosis. (Mutiah, Listiyana, Susilowati, & Ambar Sari, 2020).
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Figura 9. Compuestos aislados de los bulbos de E. palmifolia.

Eleutherine plicata

Malheiros, en 2008 evalu6 el efecto anti fungico de la fraccidn cloroférmica del
extracto etandlico de los bulbos de E. plicata mediante el método de difusiéon de
agar en disco, a concentracién de 500 mg/mL presenté halos de inhibicion de hasta
14 mm para C. albicans y 15 mm para S. aureus el efecto se les atribuye a los
compuestos aislados isoeleuterol 23 e isoeleutherina 1. También evalué la actividad
antioxidante de los compuestos empleando el método de DPPH, en el cual
isoeleuterol 23 presentd actividad con una ICso de 84.63 a concentracion de 4 uyg/mL
(Malheiros, 2008).
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Figura 10. Compuestos aislados de los bulbos de E. plicata.
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II1.

JUSTIFICACION

El dolor se encuentra asociado con la mayoria de las enfermedades, por lo tanto,
proporcionar tratamiento para su alivio es de suma importancia para mejorar la

salud del paciente.

En el estado de Hidalgo los pobladores de las zonas rurales siguen utilizando la
medicina herbolaria para el tratamiento del dolor al ser de facil acceso, menor costo
y por haber experimentado mejoria. Sin embargo, muchas de las plantas no cuentan
con estudios que validen sus efectos terapéuticos, esto da la pauta para realizar

estudios farmacolégicos y quimicos de las especies vegetales.

Este trabajo contribuira al conocimiento cientifico de |la especie E. latifolia, permitira
validar el conocimiento tradicional de la especie E. latifolia de la regiébn Huasteca

del estado de Hidalgo, como alternativa para el tratamiento del dolor.
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Y. HIPOTESIS

Los bulbos de E. latifolia son utilizadas en la medicina tradicional del estado de
Hidalgo para el tratamiento de dolor, por lo que el extracto etandlico de los bulbos

presentara actividad antinociceptiva en un modelo de dolor.

V.  OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de los bulbos de E. /atifolia
mediante la prueba de writhing en ratones CD1, para validar su efecto

farmacoldgico contra el dolor.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de los bulbos de
E. latifolia en el modelo de dolor writhing en ratones CD1.

e Determinar la dosis letal (DLso) del extracto etandlico de los bulbos de E.
latifolia, mediante la prueba de toxicidad aguda, utilizando el protocolo de
la OECD en ratones CD1.

¢ Identificar grupos de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de los

bulbos de E. /atifolia, mediante pruebas fitoquimicas.
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VI.

MATERJALES Y METODOS

6.1 Recoleccioén del material vegetal

Mediante el criterio etnobotanico se realizo la seleccidn de la planta, la colecta fue
realizada en la comunidad de Xiquila, Huejutla, Hidalgo, en el mes de junio de 2018,
se contd con la colaboracion del Sr. Diego Francisco Hernandez (habitante de
dicha comunidad) para la localizacion de la planta, quien también proporcioné

informacién del uso medicinal.

6.2 Identificacion botanica

La identificacion de la especie vegetal se realizé en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas de la universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo por el M en C. Manuel
Gonzalez Ledesma, con numero de Voucher DHOO1.

6.3 Operaciones preliminares previas a la obtencion del extracto

El material vegetal recolectado se dejo una semana en el cuarto de secado a
temperatura ambiente, una vez seco se procedio a limpiar el material vegetal de
otros elementos y se prosiguié a separar los componentes en hojas, bulbos y
semillas; después de fraccionar los bulbos nuevamente se colocaron en el area de

secado durante 10 dias.

6.4 Obtencion del extracto

476.55 g de bulbos secos y fraccionados fueron extraidos por maceracion a
temperatura ambiente con etanol (3.7 L X 3), la maceracién se dejé en el area de
secado en el laboratorio de investigacion del Area Académica de Farmacia a

temperatura ambiente durante una semana.
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Posteriormente se elimind el disolvente utilizando un rotavapor a 45 °C a presion

reducida hasta sequedad, el extracto crudo fue almacenado hasta su uso.

6.5 Evaluacién de la actividad farmacolégica del extracto crudo

6.5.1 Material vegetal utilizado

Se utilizo el extracto etandlico de los bulbos de E. latifolia, el cual se preparo en

el laboratorio de investigacién del Area Académica de Farmacia.

6.5.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones de ambos sexos de la cepa CD1 con peso de 35 — 40 g,
n=7. Los ratones fueron proporcionados por el bioterio del Instituto de Ciencias
de la Salud (ICSa) de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH).
Los ratones se mantuvieron en condiciones de luz/oscuridad de 12 horas a una
temperatura de 24 °C y control de humedad relativa de 45 %, con alimento y agua
ad libitum. 12 horas previas a la experimentaciéon se les privé de alimento. Los
protocolos de trabajo se llevaron a cabo siguiendo los lineamientos del CICUAL
y de la NOM-062-ZO0-1999, sobre el cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Al finalizar el estudio los roedores fueron sacrificados en la camara

de eutanasia mediante administracion inhalatoria de dioxido de carbono (COz2).

6.5.3 Modelo writhing

Este modelo fue desarrollado en los afios 50’ s por Carroll y Lim en 1958, tiene
como fundamento estimular el efecto antinociceptivo periférico en dolor de tipo
visceral, inducido quimicamente, consiste en la inyeccion intraperitoneal de un

irritante quimico (acido acético), seguido por el recuento de las contorsiones o
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estiramientos de los ratones en un periodo de tiempo. El modelo se ha utilizado
como herramienta de cribado para evaluar la actividad antinociceptiva central y

periférica (Robles Pizarro, Tarqui Cabrera, & Rodriguez Collazos, 2014).

En esta prueba los ratones reciben una inyeccion intraperitoneal de una solucion
de acido acético al 0.6 % (Gutiérrez Aguilera & Guerra Miranda, 2002). Lo que
provoca un comportamiento caracterizado por contracciones abdominales
involuntarias, torsion de los musculos dorso abdominal de los ratones (Villanueva
Solis & Zapata Morales, 2016).

6.5.4 Evaluacion del efecto antinociceptivo con el modelo de writhing

Para la prueba se utilizaron ratones macho cepa CD1 con un peso entre 35 — 40
g, con una n=7 para cada lote. Los animales fueron privados de alimento 12 horas

antes del experimento y se les permitié agua ad libitum.

Previamente a la prueba biolégica los ratones fueron pesados en una balanza
granataria y se marcaron para su identificacion. Se separaron en diferentes lotes:
lote 1 control negativo (tween 80 al 1 %), lote 2 control positivo (indometacina) y
lote 3 extracto a evaluar. Posteriormente a los ratones se les administro por via
intragastrica los tratamientos a evaluar: control negativo tween 80 al 1%, control
positivo indometacina (10 mg/kg) y extracto etandlico (300 mg/kg). 30 minutos
después se les administré una inyeccidén intraperitoneal de acido acético al 0.6
%, 10 mL/kg (Kumar Gupta & Sagar, 2015). Se procedio6 a colocar cada raton de
manera individual en cajas de vidrio, y se contabilizoé el numero de contorsiones
cada 5 minutos hasta 30 minutos, se considera contorsion cuando, en simultaneo,

se observa estrechamiento del abdomen y parte de la cadera del raton (Lujan Carpio
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& Pante Medina, 2018; Zapata Morales & Aragon Martinez, 2016). Se siguio el

procedimiento de la prueba writhing indicado en la Figura 11.

Recepcion de
ratones machos
cepaCD1,35+5¢.

Para su adaptacion se
mantienen en cuarto aislado
luz-oscuridad 12 horas, con

agua y alimento al libitum.

Se dejan en ayuno Preparar sustancia :;/ - \
durante 12 horas, | de prueba (Vehiculo, Lz
previo a la prueba - control positivo, ‘,3 S
bioldgica. extracto a evaluar). % .
¢ 1\\
(@g\ )
\j 5

Después de 30 minutos, Administracién por
administrar por via < via intragastrica de la
intraperitoneal (solucion de sustancia de prueba

acido acético al 0.6 %, 10

mL/kg de peso).

\ 4

Registro del numero de
estiramientos o contorsiones
cada 5 minutos durante
media hora.

Figura 11. Procedimiento de la prueba en modelo writhing.
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6.5.5 Prueba de toxicidad aguda por via oral

Esta prueba se llevé a cabo bajo los lineamientos del protocolo 423 de la OECD,
se utilizaron ratones hembras de cepa CD1 con peso de 35 — 40 g, con una n=3
para cada lote (OECD, 2001).

Para la realizacion de la prueba los animales se mantuvieron en ayuno 12 horas
previas al experimento con libre acceso al agua.

Posteriormente los ratones fueron pesados y marcados para su identificacion, de
manera aleatoria se escogieron y se formaron cuatro lotes con 3 ratones cada
uno.

Las diferentes dosis del extracto 30, 300 y 3000 mg/kg, y el vehiculo (Tween 80
al 1 %) se administraron por via intragastrica, los animales se observaron
individualmente después de la dosificacién, durante los primeros 30 minutos, y
durante las primeras 4 horas, a partir de entonces se observaron diariamente
durante un total de 14 dias (OECD, 2001), para identificar mortandad y efectos

toxicos.

Al final del estudio se realiz6 la evaluacion macroscépica de érganos vitales los
cuales fueron estbmago, higado, pancreas, bazo, intestinos y rifiones todas las
observaciones se registraron individualmente para cada animal (Déciga Campos
& Mata, 2017).

6.6 Analisis de resultados

El efecto antinociceptivo se midié con la disminucién del numero de contorsiones
de los tratamientos con respecto al control (Villanueva Solis & Zapata Morales,
2016).

La actividad antinociceptiva se calcul6 graficando el curso temporal del numero

de contracciones con respecto al tiempo y el calculo del ABC por el método de
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los trapezoides, asi como el porcentaje de inhibicion de las contracciones o
contorsiones abdominales, producidos por los diferentes tratamientos (Mufioz &
Aragon, 2009).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se utilizo el paquete RealStats
2013_2016 en el programa Excel y el paquete Graphpad Prism 8. Se llevé a cabo
el analisis de varianza ANOVA vy la prueba de Tukey para el analisis de las
diferencias significativas. Con un nivel de significancia del 95% (p<0.05) y analisis

del area bajo la curva ABC.

6.7 Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas cromatograficas de silica gel 60 F,5, sobre aluminio con
medidas de (5 X 5 cm). Los sistemas de elucion fueron preparados con los

disolventes que se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Sistemas de elucion.

‘ Disolventes (proporcion)
Hex/ AcOEt (8:2)
Hex/ AcOEt (1:1)
AcOEt (100%)
AcOEt/MeOH (8:2)

Se procedio a disolver una muestra del extracto crudo con etanol, con un capilar se
colocd en la placa cromatografica y se eluyeron en los diferentes sistemas de
elucién (una placa para cada sistema), posteriormente se expusieron a luz
ultravioleta (UV) para observar la fluorescencia de los metabolitos, finalmente se

utilizaron distintos reveladores; estos fueron FeCls (polifenoles y flavonoides), Ce2SO4

41



(terpenos), vainillina/H2SO4 (polifenoles), Dragendorff (alcaloides) y H2SO4/EtOH
(universal) (Secretaria de Salud, 2015; Rengifo Zevallos, 2018; Braz, 2012).

6.8 Pruebas fitoquimicas

El extracto etandlico se sometid a pruebas fitoquimicas preliminares para la
identificacién de metabolitos secundarios presentes, con una espatula se colocaron
10 mg del extracto etandlico (EE) en distintos viales previamente rotulados, para su

identificacion.

Alcaloides: EE + 2 mL de HCI al 1% y 2 gotas de reactivo Dragendorff (positivo
color naranja ladrillo).

Auronas: EE +2 mL de HCI concentrado (positivo color rojo).

Saponinas: EE + 2 gotas concentrados de anhidrido acético y acido sulfurico
(positivo color azul, verde o violeta).

Taninos y OH fendlicos: EE +1 mL de agua destilada y de FeCls al 1 % (positivo
color amarillo, verde o azul).

Cumarinas: EE + 1 mL de NaOH al 10 % (color amarillo).

Triterpenos: EE +1 mL de anhidrido acético y de cloroformo se enfri6 0 °C,
posteriormente se adicion6 1 gota de acido sulfurico concentrado y enfrid
nuevamente a 0 °C (positivo color rojo).

(Beltran Villanueva, 2013).

6.9 Fraccionamiento del extracto crudo

5 g de extracto total fueron fraccionados mediante el método de particion (Figura 8).
Para obtener las fracciones se prosiguio a pesar el extracto etandlico que se disolvid
en 10 mL de etanol + 90 mL de agua. La particion se llevo a cabo con cloroformo

(100 mL x 3) para obtener la fraccién cloroférmica (CHCI3), acetato de etilo (AcOEt)
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(100 mL x 3) para obtener la fraccién de acetato de etilo y acuosa (H20) (Castillo

Mitre & Zamilpa, 2016).

59
Extracto crudo

|

10 mL EtOH
90 mL H20 destilada
100 mL CHCIz X 3

Fraccion CHCI3 _’[ Fraccion acuosa 1 ]
(1.22 g)

100 mL ACOEt X 3

Fraccion ACOEt
(1.09 g)

-

L

Fraccion acuosa 2
(2.37 9)

Figura 12. Fraccionamiento del extracto crudo por particion.
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VII.  RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis de las caracteristicas morfolégicas de la planta

Figura 13. E. /atifolia (fuente propia)
Numero de voucher DHOO01

Hojas: forma de limbo lineal, margen entero, venacién paralela.

Flores: formado por 6 pétalos, 5 estambres, sépalos, caliz, pistilo, estigma, corola,
ovario.

Tallos: herbaceos no se presenta una estructura dura o lefiosa en el arbol.

Raiz: se localizan entre 5 a 6 ramificaciones por cada bulbo, la zona de crecimiento
tiene variaciones dependiendo del tamafio del bulbo.

Semilla: conformada por una cubierta estable y firme que protege el cotiledon.
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7.2 Rendimiento del extracto

Se pesaron 476.55 gramos de bulbo seco, los cuales fueron extraidos por
triplicado mediante maceracion con etanol, el disolvente se eliminé mediante
un rotavapor a presion reducida obteniéndose 35.08 g de extracto crudo, lo

cual corresponde al 8 % de rendimiento.

7.3 Resultados de efecto antinociceptivo del extracto etandlico del
bulbo de E. latifolia

Los resultados obtenidos con el modelo writhing nos indican que el extracto
etandlico de los bulbos de E. latifolia presentd efecto antinociceptivo
significativo con respecto al vehiculo. En la Grafica 2 se observan los
resultados del curso temporal del vehiculo (tween 80 1%), el extracto etandlico

de los bulbos de E. /atifolia (300 mg/kg) y el control positivo, indometacina (10

mg/kg).

w
T

-~ Vehiculo tween 80 1%

I -& E. [atifolia 300 mg/kg
-+ |Indometacina 10 mg/kg

)
T

N
T

-
o
1

No. de Estiramientos
@ &

o
o
[3,}

10 15 20 25 30
Tiempo en minutos

Grafica 2 Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto etandlico de los
bulbos de E. latifolia, vehiculo tween 80 1%, extracto etandlico de E. latifolia (300
mg/kg) y control positivo, indometacina (10 mg/kg), n = 7.
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A partir de la grafica del curso temporal, se realizé el analisis de los datos para
obtener el Area Bajo la Curva (ABC), en la Grafica 3 se muestran los resultados
de ABC, donde se observa que de acuerdo a los resultados obtenidos en el modelo
writhing el extracto etandlico de los bulbos de E. /atifolia (300 mg/Kg) presento
efecto antinociceptivo significativo con respecto vehiculo al presentar el 58.14% de

inhibicién del dolor.

500- B Vehiculo tween 80 1%
Bl E. /atifolia 300 mg/kg
a0 B Indometacina 10 mg/kg
o) 300-
m
< 200
100
0
'0\}0 {\0\\’0 (.,\Q(b
& @ ¢®
N\ 2 §$
O
&

Tratamiento

Grafica 3 Area Bajo la Curva (ABC) los resultados obtenidos en el modelo writhing,
vehiculo tween 80 1%, extracto etandlico de los bulbos de E. Iatifolia (300 mg/kg) y
farmaco control indometacina (10 mg/kg), n = 7. Con diferencia significativa,
vehiculo vs E. latifolia **P<0.05 y vehiculo vs indometacina ****P< 0.0001 analizado
por la prueba de ANOVA y Tukey.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten validar el uso de E. /atifolia en la
medicina tradicional del estado de Hidalgo para el tratamiento del dolor, ya que el
extracto etandlico de los bulbos presento6 efecto antinociceptivo en modelo de dolor
writhing comparado con el vehiculo, el extracto presentd una inhibicion significativa

del dolor nociceptivo en los ratones del 58.14 %.
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Es importante mencionar que, hasta nuestro conocimiento, la especie E. latifolia, no
cuenta con estudios farmacoldgicos o fitoquimicos. Sin embargo, existe un estudio
de otra especie de este género realizado por Hyun Song et al en 2008, donde
investigaron el efecto antiinflamatorio in vitro de la especie E. americana, en el cual
validaron mediante la prueba de inhibicion enzimatica de la enzima 6xido nitrico
sintasa, el compuesto aislado corresponde a isoeleuterina 1, una naftoquinona que
podria presentar efecto antiinflamatorio clinicamente util (Hye-Young, Su-Hyun, Ah-

Reum, Seoung Woo, & Sang Hyung, 2008).

OCH; ©

La estructura 1,4-naftoquinona se encuentra en un gran numero de compuestos de
origen natural y es asociada con diversas propiedades bioldgicas, por ejemplo, se
ha descrito el uso de las hojas de Plumbago zeylanica en el tratamiento del dolor
reumatico, en donde la plumbagina (2-metil-5-hidroxi-1,4-naftoquinona) se muestra
como la responsable de tal efecto, otras actividades descritas para la plumbagina
son como antiespasmddica, antibacteriana, antifungica antiparasitaria vy
anticancerigena (L6épez, 2011). También en otros estudios se ha demostrado la
actividad farmacologica de naftoquinonas en diferentes modelos de
hipernocicepcion e inflamaciéon en ratones (Tessele, 2011).

El género Eleutherine se caracteriza por la presencia de naftoquinonas por lo que
no se descarta que E. latifolia también contenga este tipo de metabolitos
secundarios, por lo que es posible que el efecto antinociceptivo mostrado por la
especie vegetal se deba en parte a la presencia de este tipo de compuestos
Tomando como referencia los estudios de E. americana, podemos incluir a E.
latifolia dentro de plantas que se encuentran en estudio en busqueda de moléculas
activas para el tratamiento del dolor, por lo cual, es necesario continuar su estudio

para caracterizar los metabolitos responsables del efecto antinociceptivo.
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7.4 Resultados de la evaluacion de toxicidad

Los resultados de la avaluacion de la toxicidad aguda mostraron que el extracto
etandlico de los bulbos de E. latifolia no presenté mortandad ni alteraciones

morfoldgicas significativas en los roedores a las dosis evaluadas (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de la toxicidad aguda.

Dosis de e. latifolia % de
mg/kg. Mortandad mortandad.
30 0/3 0
300 0/3 0
3000 0/3 0

Con respecto al protocolo 423 de la OECD el extracto etandlico de los bulbos de E.
latifolia se encuentra en la categoria 5, al no presentar mortandad en los ratones a
dosis mayor de 2000 mg/kg (OECD, 2001).

7.5 Metabolitos identificados con reveladores

Las cromatografias en capa fina del extracto etandlico y las fracciones de los bulbos
de E. latifolia, utilizando los reveladores FeCls, Ce2SO4 y Dragendorff dieron
positivo, evidenciando la presencia de metabolitos de tipo polifenoles, terpenos y
alcaloides, lo cual fue corroborado con los resultados obtenidos en las pruebas

fitoquimicas.

7.6 Metabolitos identificados con pruebas fitoquimicas

Las pruebas fitoquimicas realizadas al extracto etandlico y las fracciones de los
bulbos de E. latifolia confirmaron la presencia de metabolitos de tipo taninos y OH

fendlicos, triterpenos y alcaloides, véase Tabla 6.
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Tabla 6. Metabolitos identificados.

| Metabolitos Resultado
Alcaloides +
Taninos y OH fendlicos +
Triterpenos +

Los resultados de este trabajo proporcionan informacion cientifica sobre el efecto
antinociceptivo, la DLso y las familias de metabolitos presentes en el extracto
etandlico de los bulbos de E. /atifolia, una especie vegetal que propone un campo

de investigacion para el area farmacéutica y quimica.
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VIII.

CONCLUSION

Se validé el efecto antinociceptivo del extracto etandlico de los bulbos de E.

latifolia en el modelo writhing de dolor a dosis de 300 mg/kg.

El extracto etandlico de los bulbos de E. /atifolia no presenté mortandad ni

alteraciones morfolégicas significativas en ratones a las dosis evaluadas.

Las pruebas fitoquimicas del extracto etandlico de los bulbos de E. /atifolia
evidenciaron la presencia de metabolitos de tipo terpeno, polifenol y

alcaloide.

Los resultados del efecto antinociceptivo, toxicidad aguda y pruebas
fitoquimicas hasta nuestro conocimiento son los primeros realizados en la
especie E. latifolia, por lo tanto, contribuye al conocimiento farmacoldgico y
quimico de la herbolaria medicinal de la region Huasteca del estado de

Hidalgo.
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IX. RECOMENDACIONES

Como el extracto etandlico de los bulbos de E. /atifolia presentd efecto
antinociceptivo significativo, se sugiere realizar la evaluacion de la fraccion

acuosa, acetato de etilo y cloroférmica.

El estudio fitoquimico proporciona informacion importante de los metabolitos
presentes en el extracto etandlico de los bulbos, se sugiere continuar con el

aislamiento, identificacion y evaluacion de los compuestos puros.

Se recomienda realizar otras pruebas para evaluar dolor e inflamacién como:

Hot plate, formalina vy tail flick.
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XI.  ANEXOS

11.1 Analisis estadistico de los datos de las pruebas bioldgicas en el

programa de GraphPad Prims 8.0.1

11.1.1 Analisis estadistico del extracto etandlico del bulbo de Eleutherine

latifolia en modelo de dolor writhing, resultados de la prueba ANOVA

Ordinary one-way AHMOVA

ANDVA results | Modelo Writhing |

JTable Analyzed One-way ANOVA data
Data sets analyzed AC
ANOVA summary

F 2221

Pwalue =0.0001

P value summary o

Significant diff. among means (P = 0.05)7 Yes

R square 07873

Brown-Forsythe test

F {OFn, DFd) 1.182 (2 12)
Pwalue 0.337
J P walue summary ns
Are 3Ds significantly different (P < 0.05)7? Mo
Bartlett's test
Barilett's statistic {corrected) 3 366
Pwalue 0.1858
P value summary ns
Are SDs significantly different (P = 0.05)7? No
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11.1.2 Analisis estadistico del extracto etandlico del bulbo de Eleutherine

latifolia en modelo de dolor writhing. Prueba Tukey

Ordinary one-way ANDYA

Multiple comparizons Modelo Writhing
Mumber of families 1
Number of comparisons per family 3
Alpha 0.05

Tukey's multiple comparisons test ~ Mean Diff.

Vehiculo vs. E. latifolia 46 .50
Vehiculo vs. Indometacina 66.50
E. latifolia vs. Indometacina 20.00

95.00% CI of diff.
1918 to 73.82
39.18 to 93.82
-1.316t0 47.32

Summary Adjusted P Value

0.0018 AB
<0.0001 AL
0.1665 BC

11.1.3 Andlisis estadistico de Eleutherine latifolia en modelo de dolor writhing

prueba de area bajo la curva

“Wehiculo Tween E. latifolia 300 mg/kg Indometacina 10 mg/kg

AUC
Baseline 0
Total Area 3950

Total Peak Area 3950
Mumber of Peaks 1

Peak 1
First X 5.000
Last X 30.00
Peak X 10.00
Peak ¥ 22.00
Area 395.0
SoArea 100.0

162.5
162.5

5.000
30.00
10.00
12.00
162.5
100.0

B62.50
B62.50

5.000
30.00
10.00
B.000
B62.50
100.0
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11.2 Materiales utilizados para el modelo de dolor writhing

11.2.1 Materiales y reactivos
Extracto etandlico del bulbo de E. /atifolia.
Solucién de tween 80 al 1%.
Solucion de Indometacina dosis 10mg/kg (Sigma Aldrich).

Solucion acido acético 0.6% v/v (Sigma Aldrich chemical).

11.2.2 Equipo
1 Balanza analitica.
1 Balanza granataria.
1 Canula intragastrica.
Jeringas para insulina 1ml.

1 Camara de eutanasia.

11.3 Materiales utilizados para la prueba de toxicidad

11.3.1 Materiales y reactivos
Extracto etandlico del bulbo de E. /atifolia.
Solucion de tween 80 al 1%. (vehiculo).
Solucién salina al 0.9% PISA.

Caja de Petri.
Pinzas de diseccion.
Bisturi.

Bolsa de polietileno amarilla.

11.3.2 Equipo

Microscopio estereoscopico.
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