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Resumen

Introduccion. Las flores de Erythrina americana tienen un valor muy
apreciado como alimento en diversas comunidades del estado de Hidalgo. Asi
mismo, las partes aéreas del arbol (hojas, corteza y fruto) se han utilizado
empiricamente en la medicina tradicional para tratar diversos padecimientos,
entre los que se destacan el dolor, procesos inflamatorios y ansiedad. Sin
embargo, respecto a las flores comestibles de E. americana, no existen estudios
que comprueben su actividad farmacologica. Objetivo. Evaluar el efecto del
extracto etanolico de las flores de E. americana (EEa) sobre la actividad
antioxidante in vitro y su actividad antinociceptiva in vivo, para contribuir con
evidencia cientifica sobre su uso en el tratamiento del dolor en la medicina
tradicional. Métodos. Las flores fueron colectadas en Huejutla, Hidalgo. Se
obtuvo el extracto etandlico por maceracion. Se determiné el contenido de
fenoles total mediante Folin—Ciocalteu. La capacidad antioxidante se midio in
vitro mediante las técnicas DPPH, ABTS y FRAP. Se determiné la dosis letal
media (DLso) de acuerdo con la guia de la OECD en ratones. El efecto
antinociceptivo se evaluo in vivo en los modelos experimentales writhing, hot
plate y formalina, probando dosis de 100-562 mg/Kg en ratones y ratas,
siguiendo los lineamientos éticos, de acuerdo con lo descrito en el protocolo
aprobado por el CIECUAL. Asi mismo, se analizé la implicacion de la via L-
Arginina/NO/GMPc/ATP/K+ en el efecto antinociceptivo. Ademas, se
identificaron los metabolitos secundarios mayoritarios, mediante métodos
cromatograficos y espectroscopicos. Resultados. Se obtuvo un rendimiento del
extracto de 2.7%. Se determiné un contenido de fenoles total de 43.862+1.16
mg EAG/mg. Asi mismo, el EEa demostré capacidad de eliminacion de
radicales libres con un porcentaje de inhibicion de 66.48+£1.51% para DPPH y
79.04£0.35% para ABTS a una concentracion de 12 mg/mL y presenté poder
reductor en la técnica de FRAP (119+4.83 uM. FeSOg4). En las pruebas in vivo
se determiné una DLs50>5000mg/Kg del EEa. Ademas, se evidencid una

actividad antinociceptiva dependiente de la dosis (p<0.05) en los tres modelos

vi
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de dolor comparado con el vehiculo y con un efecto similar al de los farmacos
de referencia indometacina y diclofenaco. La participacion de la via L-
Arginina/NO/GMPc/ATP/K+, no se evidenci6 de forma concluyente, no
obstante, no se descarta este mecanismo de accion. El analisis fitoquimico,
revelo la presencia de alcaloides y flavonoides. Conclusiones. Se demostro la
capacidad antioxidante del extracto de flores de E. americana y un efecto
antinociceptivo significativo, lo cual sugiere que tiene potencial para tratar el
dolor, contribuyendo en la comprobacion del uso de esta especie en la
medicina tradicional. La naturaleza antioxidante de los flavonoides y la
actividad captadora de radicales libres de los alcaloides sugiere que este grupo
de compuestos identificados en el EEa, pudieran ser los responsables del

efecto antinociceptivo.

vii
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Abstract

Introduction. Erythrina americana flowers have a highly appreciated value as
food in various communities in the state of Hidalgo. Likewise, the aerial parts
of the tree (leaves, bark and fruit) have been used empirically in traditional
medicine to treat various ailments, among which pain, inflammatory processes
and anxiety. However, regarding the edible flowers of E. americana, there are
no studies that prove their pharmacological activity. Objective. To evaluate
the effect of the ethanolic extract of the flowers of E. americana (EEa) on the
antioxidant activity in vitro and its antinociceptive activity in vivo, to contribute
with scientific evidence on its use in the treatment of pain in traditional
medicine. Methods. The flowers were collected in Huejutla, Hidalgo. The
ethanolic extract was obtained by maceration. The total phenol content was
determined by Folin—Ciocalteu. The antioxidant capacity was measured in vitro
using the DPPH, ABTS and FRAP techniques. The median lethal dose (LDS0)
was determined according to the OECD guideline in mice. The antinociceptive
effect was evaluated in vivo in writhing, hot plate and formalin experimental
models, testing doses of 100-562 mg/Kg in mice and rats, following ethical
guidelines, as described in the protocol approved by CIECUAL. Likewise, the
involvement of the L-Arginine/NO/cGMP/ATP/K+ pathway in the
antinociceptive effect was analyzed. In addition, the major secondary
metabolites were identified by chromatographic and spectroscopic methods.
Results. An extract yield of 2.7% was obtained. A total phenol content of
43.862 = 1.16 mg EAG/mg was determined. Likewise, EEa demonstrated the
ability to eliminate free radicals with an inhibition percentage of 66.48+1.51%
for DPPH and 79.04+0.35% for ABTS at a concentration of 12 mg/mL and
presented reducing power in the FRAP technique (119 £4.83 uM FeSO4). In the
in vivo tests, an LD50>5000mg/Kg of the EEa was determined. In addition, a
dose-dependent antinociceptive activity (p<0.05) was evidenced in all three
pain models compared to vehicle and with an effect similar to that of the
reference drugs indomethacin and diclofenac. The participation of the L-
Arginine/NO/cGMP/ATP/K+ pathway was not conclusively evidenced;
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however, this mechanism of action is not ruled out. The phytochemical
analysis revealed the presence of alkaloids and flavonoids. Conclusions. The
antioxidant capacity of the E. americana flower extract and a significant
antinociceptive effect were demonstrated, which suggests that it has the
potential to treat pain, contributing to the verification of the use of this species
in traditional medicine. The antioxidant nature of the flavonoids and the free
radical scavenging activity of the alkaloids suggest that this group of
compounds identified in the EEa, could be responsible for the antinociceptive

effect.
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1. Introduccién

Las plantas medicinales han jugado un papel muy importante en el cuidado
de la salud, son la base de la medicina tradicional desde tiempos inmemoriales
(Zhang et al., 2018). Estas han sido una valiosa fuente de agentes terapéuticos,
ya que se estima que al menos el 25% de los medicamentos usados
actualmente, se han obtenido directa o indirectamente de plantas medicinales
(Robinson & Zhang, 2011; UNEP et al., 2015). Ademas, existe una importante
variedad de especies vegetales poco conocidas, tales como hortalizas, frutas y
flores que se cosechan en una amplia gama de entornos antropogénicos
utilizadas por las comunidades autoctonas (Lim, 2016). Muchos de estos
cultivos a menudo, son consumidos por motivos de salud, lo que implica que
estas especies vegetales puedan poseer caracteristicas ventajosas como ser
ricas en micronutrientes, ademas de, sustancias bioactivas o fitoquimicos con
posibles beneficios terapéuticos. Poco a poco, se ha ido acumulando evidencia
cientifica que ha demostrado los beneficios medicinales, nutracéuticos y
farmacéuticos que tienen diversas plantas alimenticias, tanto silvestres como

cultivadas.

En este contexto, las flores del arbol de coral (Erythrina americana) conocido
como pemuche, una especie muy apreciada por sus usos ornamentales; es
también empleada en una variedad de platillos regionales en diversas
comunidades de México (Mulik & Ozuna, 2020a; Pinedo-Espinoza et al., 2020).
Igualmente, existen algunos reportes que indican posibles propiedades
medicinales (de Arajo-Jnior et al., 2012). Ademas, estas flores también se han
utilizado tradicionalmente para tratar la inflamacion de extremidades y ojos,
picaduras de insectos, ulceras, abscesos, paludismo, asi como dolor de
espalda y dolor de muelas (Bernardino-Nicanor et al., 2016; de Arajo-Jnior et

al., 2012; Garcia-Mateos et al., 2001; Merlugo et al., 2015).

Por otro lado, el dolor es un problema muy comun, que tiene un profundo

impacto en los individuos y la sociedad, frecuentemente se presenta como

1
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resultado de una enfermedad o lesion (Mills et al., 2019). El dolor cronico es
considerado un grave problema de salud publica que comunmente se
acompana de procesos inflamatorios (Singh et al, 2017). Si bien, la
inflamacion aguda es una respuesta fisiolégica natural a una lesion o infeccion
tisular, la inflamacion cronica es una mala adaptacion que genera una
cantidad considerable de dolor (Muley et al, 2016). Asi mismo, se ha
demostrado que el estrés oxidativo, contribuye gravemente a la progresion de
enfermedades inflamatorias y esta inflamacion persistente es la que conduce
a estados cronicos de dolor. Para contrarrestar esto, la capacidad antioxidante
de diversos compuestos puede eliminar las especies libres de oxigeno y
nitréogeno producidas en el estrés oxidativo, mitigando la promocion

enzimatica de la actividad proinflamatoria (Swamy, 2020).

En ese sentido, diferentes investigaciones han demostrado que las flores
comestibles, son excelentes fuentes de compuestos con actividad antioxidante
y que, a su vez, estos compuestos juegan un papel importante en los procesos
que estimulan el sistema inmunolégico y la prevencion de enfermedades.
Teniendo en cuenta que, estudios cientificos han logrado comprobar actividad
analgésica en plantas con actividad antioxidante (San Mauro Martin et al.,
2019), se puede inferir que el efecto inhibidor de plantas y productos naturales
sobre la inflamacién, puede ser resultado de una efectiva actividad
antioxidante (Nunes et al., 2020; Pan et al.,, 2013). En este contexto, a pesar
de que existen algunas publicaciones sobre flores mexicanas, que incluyen
recetas culinarias y/o sus usos medicinales (Mulik & Ozuna, 2020b), éstos
suelen ser bastante anecdoéticos y carecen de datos cientificos sobre las

propiedades medicinales para la salud humana.

Es por ello en este estudio se realizo la evaluacion de la capacidad antioxidante
in vitro y del efecto antinociceptivo in vivo del extracto etanolico de las flores
comestibles de E. americana (pemuche), con la finalidad de identificar su uso

potencial en el tratamiento del dolor.
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2. Antecedentes

2.1 Flores comestibles con propiedades medicinales

Las flores son parte integral de nuestra cultura desde la antigiedad (Kumari
et al., 2021). A lo largo de la historia, segun estimaciones, se han utilizado
alrededor de 7,000 tipos de plantas como alimento; entre los que predominan
el trigo, el centeno, el maiz y alrededor de una docena de otras especies
altamente domesticadas. Sin embargo, existen al menos 75,000 plantas
comestibles, muchas de ellas superiores a las plantas de cultivo mas
utilizadas, que aun no han sido estudiadas (Lim, 2012). Ademas, muchos de
estos cultivos comestibles son poco conocidos, especialmente las especies que
se cosechan de la naturaleza en la maleza, en bosques o en una amplia gama
de entornos antropogénicos como tierras baldias, campos en barbecho, bordes
de caminos, orillas de rios, bordes de arroyos y barrancos, asi como los que se
cultivan en el traspatio. Debido a ello, se han realizado pocas investigaciones
que exploren los usos potenciales de estas especies. De la misma forma, este
tipo de plantas se ven amenazadas por la pérdida del conocimiento indigena
de las generaciones mayores, sobre los beneficios nutritivos, los atributos
medicinales, la aplicacion, la preservacion y utilizacion tradicional. Situacion
causada en gran medida porque este tipo de conocimiento se percibe como no

cientifico, primitivo e intuitivo, y a menudo es ignorado (Lim, 2012).

El conocimiento tradicional de la variedad de usos que pueden recibir las flores
comestibles no esta ampliamente difundido, a pesar que éstas ya se
consumian en la antigua Roma y Grecia y también en China, como medicinas
alternativas o como parte de la culinaria tradicional (Takahashi et al., 2020).
Las plantas cuyas partes florales, incluido el tallo y el néctar de la flor, que se
consumen como alimento convencional o funcional y como especia, pueden
ser fuentes potenciales de nutracéuticos y farmacéuticos (Wilson, 2013). Las
flores pueden consumirse frescas (ej. flores de caléndula en ensaladas), asi

como en platos salados que contengan carnes y pescados, en sopas y bebidas,
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en postres, dulces, jaleas, asi como especias y colorantes. Pueden ser
consumidas en forma seca, en infusiones, en polvo, cristalizadas o en forma
de espumas (gastronomia molecular). En este escenario, las flores representan
un segmento importante para expandir el mercado de alimentos, por sus
adecuadas caracteristicas sensoriales y nutricionales, asi como por la
presencia de compuestos bioactivos benéficos para la salud humana

(Takahashi et al., 2020).

Algunos estudios han revelado que las flores comestibles poseen propiedades

medicinales tales como antidiabéticas, anticancerigenas, ansioliticas,
antiinflamatorias, antimicrobianas, diuréticas entre otras, como se puede ver
en la Tabla 1, ademas de ser una rica fuente de antioxidantes que pueden
reducir los efectos nocivos de los radicales libres (Kumari et al., 2021). Los
antioxidantes, como la vitamina C, los carotenoides, las antocianinas y los

polifenoles, a menudo aparecen en las flores en concentraciones mas altas en

comparacion con las frutas o verduras comunes (Sharma et al., 2020).

Tabla 1. Flores comestibles con propiedades medicinales

Lugar Especie Sabor Uso medicinal Referencia
Asia Chrysanthemum Ligeramente Antibacterial y (Lawal et al., 2017)
dulce antioxidante
Hemerocallis Agrio Depresion, inflamacion e (Fernandes et al., 2017)
lilioasphodelus insomnio
Moringa oleifera Poco amarga Inflamacion (Patriota et al., 2020
Musa x Un poco dulce  Urolitiasis, ulcera, (Shanmuga &
paradisiaca trastornos Subramanian, 2012)
gastrointestinales e
hipoglucemiante
Tulipa spp Dulce, similar ~ Antipirético y (Fernandes et al., 2017)
al pepino expectorante
Cucurbita maxima  Agrio Antidiabético (Mulik & Ozuna, 2020)
Africa Pelargonium Dulce Antihelmintico (Saraswathi et al., 2011)
endlicherianum
Pelargonium Menta Antimicrobiano (Lalli et al, 2008)
tomentosum
Oxalis pes-caprae  Sabor fuerte Inflamacion, diurético, (Ondua et al., 2018)
teniasis
Artemesiaafra Sabor fuerte Antiviral, antibacterianay (Liu et al., 2009)
antiinflamatoria
Australia Tropaeolum Ligeramente Antibacterianas y (Valsalam et al., 2019)
majus agrio antifungicas
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Viola sp. Vainilla dulce Complicaciones de la (Koike et al., 2015)
diabetes
Portulaca Acidoy salado  Eccema, herpes zdster, (Chen et al., 2018)
oleracea verruga plana,
metrorragia y diarrea
Tagetes patula Especia Antihiperlipidémico (Nawale et al., 2018)
Europa Allium Cebolla suave Infecciones de vejigay (Fernandes et al., 2017)
schoenoprasum rifién, antibidtico
Borago officinal Sabor a miel Antiespasmadico, (Asadi Samani et al.,
antihipertensivo y 2014)
antipirético
Calendula Amargo Calmantes y (Bokelman 2022)
officinalis antimicrobianas
Centaurea cyanus  Dulce a Inflamacién ocular (Garbacki, et al., 1999)
picante
Syringa vulgaris Limon, Control de fiebre y (Fernandes et al., 2017)
ligeramente parasitosis
picante
Matricaria Dulce Antiinflamatorio (dos Santos et al., 2019)
chamomila
Norteamérica Monarda didyma Dulcey Antimicrobiana (Wrdblewska et al.,
aromatica 2019)
Trifolium pratense  Dulce Control de diabetes e (Akbaribazm et al., 2020)
hipertensién
Althaea officinalis  Dulce Inflamaciones de las ( Ciobanu et al., 2018)
mucosas, especialmente
digestivas y respiratorias
Agastach Dulce agrio Control de fiebre y alivio (Duda et al., 2015)
foeniculum de dolores
Robinia Dulce Antiviral (Guo et al., 2019)
pseudoacacia
Sudamérica Begonia x Ligeramente Antiespasmadico y (Fernandes et al., 2017)
tuberhybrida amargo problemas gastricos
Viola x Dulce Analgésico y antitusigeno.  (Moliner et al., 2019)
wittrockiana

Historicamente las flores comestibles se han utilizado principalmente debido
a su olor y atractivo visual, pero actualmente el mundo esta descubriendo el
valor de las flores como alimento en la medida en que los consumidores buscan
fuentes naturales innovadoras de compuestos bioactivos (Takahashi et al,

2020).

Del 70 al 95 % de la composicion de las flores comestibles esta representada
por agua. Ademas, la materia seca de estas flores comestibles es fuente de
constituyentes importantes como carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como

de vitaminas, minerales y fitoquimicos de bajo peso molecular. El polen es una
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fuente de carbohidratos, proteinas, lipidos, carotenoides y flavonoides. El
néctar contiene azucares, proteinas y lipidos, pero también es abundante en
acidos organicos, compuestos fenolicos, alcaloides y terpenoides. Asi mismo,
los pétalos son ricos en vitaminas, minerales y antioxidantes (Skrajda-Brdak
et al., 2020). Este potencial antioxidante puede ser explorado como aditivo
alimentario, conservador natural, antioxidante alimentario, y principalmente
para producir nutracéuticos que promuevan la prevencion de enfermedades
asociadas con el estrés oxidativo como el dolor inflamatorio (Takahashi et al.,

2020).

2.2 El género Erythrina y su uso en la etnomedicina

Este género pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceae), subfamilia
Papilionoideae. Comprende al menos 120 especies, la mayoria de las cuales
son arboles y algunas plantas perennes con grandes raices lenosas (De Luca
et al., 2018). Estas especies se denominan colectivamente "arboles de coral",
en alusion a las flores, caracteristicas del género, que comunmente son de
color rojo brillante (Kumar et al., 2010). El lugar de origen del género Erythrina
no se conoce con exactitud, pero se sugiere que probablemente fue en América
del Sur, ya que alli se encuentran la mayoria de los supuestos grupos
“primitivos” dentro del género. Se reconocen 70 especies en el Neotropico, 38

en Africa y Madagascar y 12 en Asia y Australia (De Luca et al., 2018).

Al género Erythrina se le atribuyen multiples propiedades benéficas que han
llevado a su uso popular en la terapéutica de la medicina tradicional, donde
hojas, corteza y semillas, son comunmente utilizadas para aliviar trastornos
de la salud relacionados con dolor, inflamacion y ansiedad (Bernardino-
Nicanor et al. 2016). Las diferentes partes de las plantas del género Erythrina
han sido utilizadas en diferentes ambitos, desde estudios quimicos o

farmacologicos, hasta usos culinarios u ornamentales (da Silva et al. 2013).
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Sin embargo, las flores rara vez se han estudiado y el potencial efecto biolégico

sigue siendo desconocido.

Las semillas, hojas y flores de algunas especies género Erythrina se usan como
alimento en Africa, México y América Central (Pires et al., 2019; Sotelo, Lopez-
Garcia, y Basurto-Pena 2007; Takahashi et al. 2020). Particularmente en
varias comunidades del Estado de Hidalgo, las inflorescencias de E. americana
conocida como “pemuche o colorin” se comen hervidas o capeadas y en
infusion se emplean como sedantes o hipnéticos (Garcia-Mateos et al. 2001).
En este escenario, las flores representan un segmento importante de estudio
debido a la composicion quimica y presencia de compuestos bioactivos que

puedan brindar beneficios farmacologicos (Takahashi et al., 2020).

Aunque existen datos etnobotanicos locales sobre el uso del género Erythrina
para aliviar el dolor y la inflamacion, se han publicado pocos estudios
preclinicos para evaluar el efecto farmacolégico. Una cantidad atn menor
describe la actividad biologica y el potencial terapéutico del género para este
proposito. Ademas, no se ha analizado la relacion entre las propiedades
antioxidantes y el efecto antiinflamatorio. Existen algunos trabajos que
documentan el uso etnomedicinal de diferentes especies del género Erythrina
en el tratamiento del dolor y/o inflamacion, tales como: E. abyssinica, E. caffra
y E. arborences son las especies mas utilizada en la medicina tradicional. En
la Tabla 2 se muestra un resumen de las especies del género Erythrina usadas
en la medicina tradicional para el alivio del dolor o la inflamacion, se indica la
parte del arbol utilizada, el método de preparacion y su uso etnomedicinal. La
corteza y las hojas son las partes de la planta que comunmente se utilizan con
fines medicinales. La decoccion es la forma habitual de preparacion, el liquido

obtenido se ingiere o se aplica externamente sobre la zona afectada.
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Tabla 2. Especies del género Erythrina para el alivio del dolor y la inflamacion.

Especie Parte Padecimiento Administracion Referencia
usada

E. abyssinica Corteza Inflamacion, dolor de  Decoccidn, uso externo, (Pompermaier et al., 2018;

espalda, dolor y extracto bebido y Maroyi, 2011; Schlage et
calambres en la parte  hervido en leche. al., 2000).
baja del abdomen.

E. arborences Rama, Fractura de hueso y Fomento, decoccion (Lee et al., 2008;
semillay  dolor de espalda. oral, jugo de hojas Wangchuk et al., 2017)
hojas

E. caffra Corteza, Esguinces, dolores Decoccién oral, gotas (EI-Masry et al., 2010;
hojas y para los oidos y Corrigan et al., 2011;
raices emplastos Dzoyem et al., 2014)

E. caffra Corteza Dolor de muelas y Infusion oral (Mhlongo and Van Wyk,

E. lysistemon detalloy dolor de oidos 2019)
hojas

E. edulis Corteza Dolor de cabeza Bebida de infusidn (Tene et al., 2007)

acuosa

E. humeana Corteza Esguinces Decoccidn, uso externo  (Corrigan et al., 2011)

E. senegalensis  Corteza Inflamacion y dolor Decoccidn, uso externo, (Togola et al., 2008)

de espalda masaje con ungliento.

E. variegata Hojas y Fiebre, dolor de Decoccion, oral (Kamble et al., 2018)
corteza cuerpo, bronquitis

cronica y otalgia.

E. americana Floresy Dolor de muelas, No especificado, oral y (de Arajo-Jnior et al.,
frutos Inflamacion de externo 2012)

brazos, piernas,
cabeza y ojos

2.3 Estrés oxidativo en la salud humana

El estrés oxidativo (EO) es un fenomeno causado por un desequilibrio en la
produccion de radicales libres (RL) y los antioxidantes (Pizzino et al., 2017), lo
que conduce a diversas alteraciones en biomoléculas de importancia (lipidos,
acidos nucleicos y proteinas), que finalmente definen una condicion patologica

(Pisoschi et al., 2021).

Durante las funciones metabodlicas normales, se generan estos compuestos
altamente reactivos llamados RL (Liguori et al., 2018; Pizzino et al., 2017). La
cadena respiratoria en las mitocondrias, es el principal sitio de produccion de
RL derivados del oxigeno (Gagné, 2014). Ademas de las mitocondrias, los RL
son producidos por una variedad de enzimas como las NADPH oxidasas (NOX),

8
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la xantina oxidasa, la 6xido nitrico sintasa y los componentes peroxisomales

(Juan et al., 2021).

En quimica, un RL es una molécula relativamente inestable que contiene uno
o mas electrones desapareados, por lo que puede reaccionar con otras
moléculas, ya sea donando su electron desapareado o quitandoselo a otra
molécula para aumentar su estabilidad (Gagné, 2014; Juan et al., 2021). De
esta forma convierte la molécula con la que reacciona en otro RL, por lo que
las reacciones entre RL se convierten en un proceso en cadena: un radical da
lugar a otro radical. Este proceso solo cesa cuando dos RL reaccionan entre si

(Juan et al.,, 2021). Estas moléculas incluyen principalmente RL tipicos que
contienen al menos un electron desapareado (superoxido Oz7e, radical

hidroxilo * OH) y perdoxidos de hidrogeno (H202) (Luo et al.,, 2020). El o6xido
nitrico (ON), un gas inorganico de corta duracion (unos pocos segundos) pero

de alta solubilidad, difunde libremente a través de las membranas biologicas
y en concentraciones altas, puede interactuar con el Oz2™ lo que lleva a la

formacion del potente OONO- que causa severo dano celular (Liguori et al.,

2018; Yarube et al., 2019).

En condiciones fisiologicas normales el cuerpo humano esta en un estado
equilibrado, con RL continuamente generados y degradados. Estos procesos
estan regulados por un conjunto de compuestos antioxidantes (tioles
reducidos, vitaminas C y E y catecolaminas) y sistemas enzimaticos
(superoxido dismutasa, peroxidasa, catalasa y glutation reductasa) con la
finalidad de proteger la integridad de células o tejidos (Gagné, 2014), como se

puede ver en la Figura 1.

El delicado equilibrio entre los antioxidantes y la produccion de RL puede verse
comprometido cuando la produccion de estas moléculas sobrepasa la actividad
de las defensas (Liguori et al.,, 2018). La produccion excesiva de especies
reactivas de oxigeno y/o nitrogeno (EROs, ERNs) juega un papel muy

importante en muchas patologias, debido a que son factores de riesgo para
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muchas enfermedades, por lo que se dedica mucho esfuerzo (y dinero) al

diagnéstico y tratamiento tempranos del mismo (Pinchuk et al., 2021).

Objetivo de los
Radicales libres \ -
3 2 Para disminuir el
Lipidos - o
= g dafio oxidativo
Acido nucleicos

. Proteinas

. Mecanismo ra— Mecanismo que controla ) 2 Mecanismo no

enzimatico la formacion de radicales enzimatico
libres
l Estabiliza un Estabiliza un
= radical libre radical libre - =
SOD GSH
CAT Vitamina E
| GSHEX .
l \ ’ Citoplasma
El organismo ofrece proteccion contra Moléculas hidrosolubles ofrecen proteccion contra
los radicales libres producidos durante los radicales libres actitan como depuradoras,
el metabolismo. antioxidantes.

Fig. 1. Mecanismos de proteccion contra radicales libres. (1) El mecanismo enzimatico controla
la formacion y el destino de los radicales o sustancias tdxicas generadas por la misma célula; este mecanismo esta
constituido principalmente por superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px). (2)
Mecanismo no enzimatico. Los componentes mas importantes son el glutation (GSH) y la vitamina E. Las
caracteristicas mas importantes son que actian como "captador" de radicales libres y antioxidante. (Tomado y
modificado de (Ortiz et al., 2017).

2.4 Fisiopatologia del estrés oxidativo

El estrés oxidativo podria resultar de lo siguiente: (1) la presencia de
xenobioticos, (2) la activacion del sistema inmunitario en respuesta a los
microorganismos invasores (inflamacion) y (3) radiacion, que hace del estrés
oxidativo un denominador comun de toxicidad o estrés (Juan et al., 2021). Se
ha observado que los trastornos metabdlicos, la inflamacion y el estrés
oxidante son los procesos mas importantes involucrados en la progresion de

diversas enfermedades no transmisibles (Seyedsadjadi & Grant, 2021).
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Actualmente se sabe que el papel del estrés oxidativo en la progresion de las
enfermedades, no solo radica en la oxidacion de biomoléculas de importancia,
sino que es cada vez mas evidente el papel de las EROs en las vias de
senalizacion celular (Bjerklund & Chirumbolo, 2017; Russell & Cotter, 2015).
Pueden desempenar una funcion de senalizacion, al igual que otras moléculas
como las hormonas o las citoquinas (Bjerklund & Chirumbolo, 2017). Las
EROs actian como un componente de senalizacion intracelular y se asocian

con diversas respuestas inflamatorias (Madkour, 2020).

Asi mismo, se sabe que los receptores de potencial transitorio subfamilia M
miembro 2 (TRPM2) se activa mediante ADPR intracelular, estrés oxidativo y
calor moderado en varios tipos de células (Jang et al., 2018). Ademas, informes
recientes han demostrado, canales catidonicos permeables al Ca2* son activados
de manera potente por EROs. Este pertenece a una familia o superfamilia (por
la cantidad de subtipos) de canales idonicos regulados por ligandos,
denominados TRP (del inglés Transient Receptor Potencial). El papel de los
canales de TRPM2 se destaca en los trastornos neurologicos, especialmente en
la isquemia transitoria, aunque su papel y significado se encontro
particularmente en la inmunidad innata y la inflamacion (Bjerklund &

Chirumbolo, 2017).

Otros estudios exploran la relacion del estrés oxidante sobre los procesos de
dolor. Donde se ha demostrado que las EROs facilitan el procesamiento
nociceptivo en la amigdala y contribuyen a mejorar el comportamiento del
dolor. De igual forma, las EROs son importantes agonistas endégenos del
potencial transitoria ankyrin 1 (TRPA1l), un canal catidonico no selectivo
permeable al calcio expresado en una subpoblacion de nociceptores aferentes
primarios en astrocitos y oligodendrocitos. Lo que sugiere que el EO mediante
TRPA1 promueve el comportamiento del dolor neuropatico (Sagalajev et al.,

2018a).

11
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2.5 Estrés oxidativo y su papel en el dolor y la inflamacion

Existe evidencia que demuestra la actividad de los RL en el proceso

inflamatorio, un proceso complejo que se presenta en muchas enfermedades
humanas (Biswas et al., 2017). Actualmente, se acepta que el Oz es un

mediador importante en el dolor y la inflamacion. Su papel se ha determinado
principalmente de forma indirecta modulando su produccion e inactivacion en
modelos de dolor (Maioli et al., 2015). Antioxidantes como la quercetina,
inhiben el comportamiento de dolor, en la hiperalgesia mecanica inducida por
carragenina al disminuir la produccion de interleucina-1f y reducir la
deplecion de GSH (Maioli et al, 2015). Asimismo, se ha descubierto que las
EROs facilitan el procesamiento nociceptivo en la amigdala y contribuyen a
inducir el comportamiento del dolor (Sagalajev et al., 2018b). Estudios
dedicados a los mecanismos moleculares implicados en la aparicion y el
progreso de la caries articular en la artritis reumatoide, han concluido que el
EO puede resultar en un aumento de la inflamacion y viceversa. Una gran
cantidad de factores de transcripcion se activan a través del estrés oxidativo,
dichos factores se asocian con la expresion de proteinas involucradas en las
vias inflamatorias (Swamy, 2020). La capacidad antioxidante de diversos
compuestos demuestra el poder para eliminar las especies libres de oxigeno y
nitréogeno, producidas en el estrés oxidativo, mitigando la promocion
enzimatica de la actividad proinflamatoria. Modulando la expresion de
ciclooxigenasa (COX), lipoxigenasa (LOX) y oxido nitrico sintasa inducible
(iINOS) (Swamy, 2020). Donde el EO es tanto la causa como la consecuencia de
la inflamacion. Se considera que principalmente el HoO2 puede activar la via
NF-kB, por lo que el EO participa en la desregulacion a nivel de senalizacion
molecular que se observa en la artritis reumatoide, incluso desde fases

tempranas (Pisoschi et al., 2021).

Se ha visto que las EROs también pueden tener efectos pronociceptivos en
modelos de dolor animal. Dado que, se han detectado marcadores de estrés

oxidativo elevados en la médula espinal en el modelo de raton con dolor
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inducido por capsaicina, en el musculo de la pata trasera del modelo CRPS de
dolor posisquémico cronico (CPIP) y en modelos de dolor crénico por
inmovilizacion con yeso. Asi también, la administracion de los captadores de
radicales libres N-acetilcisteina (NAC) y 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-
1-oxilo (TEMPOL) y Vitamina C, reducen la alodinia mecanica en el modelo
CPIP (Guo et al., 2018). No obstante, el dolor y la inflamacion son procesos

complejos que aun siguen siendo estudiados (Tompkins et al., 2017).

2.6 Dolor e inflamacion

El dolor se define tradicionalmente como una experiencia sensorial y
emocional compleja asociada con dano tisular real o potencial o descrito en
términos de dicho dano (Hudspith, 2016; Lee & Neumeister, 2020). Es un
proceso complejo que involucra vias neuronales de senalizacion entre el
sistema nervioso periférico (SNP) y el sistema nervioso central (SNC). La
transduccion de estimulos nocivos (aquellos que danan real o potencialmente
al tejido) se lleva a cabo por un nociceptor, creando una senal electrofisiologica
codificada en forma de potencial de accion que se transmite al SNC. La lesion
aguda se asocia con una primera sensacion de dolor bien localizada,
transducida y transmitida por nociceptores (Lee & Neumeister, 2020). Aunque
el dolor es una de las adaptaciones y proteccion mas importantes del cuerpo,
el grado de dano tisular promueve la afluencia de células activadas como
macrofagos, linfocitos y mastocitos que liberan mediadores inflamatorios como
bradicinina, iones H*, ATP, purinas, prostaglandinas Ej, leucotrienos,
citocinas, factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus siglas en inglés),
aminas simpaticas y productos de estrés oxidativo, presentes en la membrana
de los nociceptores. Estas sustancias se unen a sus receptores,
desencadenando una cascada enzimatica, que genera el dolor inflamatorio

(Tompkins et al., 2017).
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La inflamacion es una respuesta inmune compleja a los estimulos nocivos,
como una infeccion, lesion o irritacion (Hudspith 2016). La respuesta
inflamatoria representa una serie de procesos fisioloégicos bien orquestados
que ocurren después de una lesion o infeccion en un intento de combatir y
resolver dicha patologia. Esta se caracteriza por cinco sintomas clasicos: rubor
(enrojecimiento), calor (aumento de temperatura), tumor (hinchazon), dolor y
pérdida de funcion (Ronchetti et al. 2017). Se caracteriza por la infiltracion y
activacion de las células inmunes y la posterior produccion de citocinas
proinflamatorias. El sistema inmune innato, juega un papel importante en la
generacion de esta respuesta. Sin embargo, aunque inicialmente la activacion
del sistema inmune es un mecanismo adaptativo que promueve la
supervivencia del organismo, la inflamacion créonica es un importante factor
etiopatogénico en muchos trastornos metabolicos y enfermedades asociadas a

la edad (Fernandez-Viadero et al. 2016).

En condiciones normales, la inflamacion es un importante mecanismo de
proteccion esencial para la cicatrizacion de heridas (Kidd & Urban, 2001). A
pesar de esto, la inflamacion aguda produce dolor manifiesto a través de la
activacion directa de neuronas sensoriales que conducen la senal de dolor
(Chen etal., 2013) Las citocinas IL-13, TNFa e IL-6, producidas por neutrofilos,
mastocitos y macréfagos, son mediadores criticos en casos agudos y
respuestas inflamatorias cronicas (Lee & Neumeister, 2020). Muchos modelos
de dolor persistente se basan en la inflamacién para producir respuestas de

dolor sélidas y fiables (Muley et al., 2016).

La activacion de un subconjunto de neuronas sensoriales, de diametro
pequeno, tales como las fibras A8 finamente mielinizadas o fibras C
amielinicas, llamados nociceptores (ver Tabla 3), conducen la informacion del

estimulo nocivo desde la periferia hasta el asta dorsal de la médula espinal.
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Tabla 3. Nociceptores periféricos

Tipo Caracteristica Funcion
Fibras A& Diametro medio, mielinizado Detectar estimulos nocivos.
Diametro largo, mielinizado (primer dolor)
Conduccién rapida Detectar estimulos inocuos.
Fibras C Diametro pequefio, sin mielinizar Neuropéptido de liberacidn,
peptidérgicas Conduccidn lenta SP, CGRP, etc. (segundo dolor)
Fibras C no Diametro pequefio, sin mielinizar Expresar los receptores c-ret,
peptidérgicas Conduccién lenta Mediar los estimulos nocivos junto con
fibras C peptidérgicas

*SP: sustancia P; CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina

Estas neuronas sensoriales especializadas tienen velocidades de conduccion
lentas y generalmente se activan por estimulos térmicos y/o mecanicos de
umbral alto o por estimulos quimicos. Aunque las neuronas sensoriales
inervan los tejidos cutaneos, musculares, articulares y viscerales de todo el
cuerpo, tienen un solo axon que atraviesa desde los tejidos periféricos hasta el
asta dorsal de la médula espinal (Figura 2) (Chen et al.,, 2013; Kidd & Urban,
2001). Los cuerpos celulares de estas neuronas se localizan en los ganglios de
la raiz dorsal, en los ganglios del trigémino para las neuronas sensoriales que
inervan la cabeza y el cuello, y en el ganglio nudoso para las neuronas
sensoriales que inervan gran parte de las visceras. Dada su funcion, estas
neuronas también se denominan neuronas aferentes primarias. Las neuronas
sensoriales nociceptivas forman conexiones sinapticas en neuronas
nociceptivas especificas o de amplio rango dinamico del asta dorsal en las
laminas I, Il y V de la médula espinal, que luego conducen la senal nociceptiva
a los sitios supraespinales, incluidos los nucleos del tronco encefalico, el

talamo, el hipotalamo, etc.(Chen et al., 2013; Kidd & Urban, 2001).
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Estimulo nocivo ; R Corteza sensorial
Sistema limbico

Nociceptores Talamo

Mecanorreceptores descendente\ Jeuronas aferentes

ecundarias
Cuerno
Neuronas aferentes dorsal

S Ganglio de la raiz
primarias (fibras AP) dorsal

Tracto
Neuronas aferentes espinotaldmico
primarias

(fibras A y O)

Cuerno ventral

Fig. 2. Proceso de nocicepcion. Nociceptores aferentes peptidérgicos y no peptidérgicos A y
nociceptores C, aferentes mecanorreceptivos de bajo umbral AB, proveen sefiales de entrada a neuronas de
proyeccién e interneuronas en diferentes laminas del asta dorsal. Los aferentes peptidérgicos transmiten
estimulos caléricos dolorosos, los aferentes no peptidérgicos transmiten dolor mecdanico inducido. Los
mecanorreceptores AP transmiten impulsos no dolorosos de bajo umbral mecanotactil involucrados en el tacto
discriminatorio. (Obtenido y modificado de Lifeder.com)

Los estimulos que activan directamente los nociceptores incluyen
temperaturas superiores a 42 ° C o inferiores a 17 ° C, estimulos mecanicos
de alta presion y un aumento en la concentracion de protones. La activacion
se produce cuando la estimulacion térmica, mecanica o quimica provoca una
despolarizacion suficiente como para inducir la activacion de un potencial de
accion. El resultado de la activaciéon de distintos receptores aumenta su
permeabilidad a los cationes y por tanto, generan corrientes hacia el interior.
Los receptores prominentes incluyen canales de potencial receptor transitorio
(TRP) como TRPV1 (activado por capsaicina, calor, protones) y TRPA1 (activado
por frio) (Lee & Neumeister, 2020) (Figura 3).
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Inflamacion ) i Dolor
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Fig. 3. Mecanismos moleculares del dolor. Son mediados por la PGE2 que inducen hipersensibilidad al
dolor en la inflamacién. (A) COX-2 y mPGES-1 se regulan positivamente, tanto en las células lesionadas como en
las células inmunes infiltrantes en los tejidos inflamados, aumentando las concentraciones de PGE2 en las
terminales de los nociceptores periféricos. PGE2 también ejerce efectos indirectos, mejorando la sensibilidad de
las neuronas sensoriales a la bradicinina. (B) La inflamacion regula positivamente la expresion de COX-2 y mPGES-
1 en la médula espinal y aumenta la produccion de PGE2 que actla principalmente sobre el receptor EP2. A nivel
presinaptico, PGE: facilita la liberacion espinal del neurotransmisor excitador glutamato (Glu), sustancia P (SP) o
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), lo que da como resultado un procesamiento nociceptivo
mejorado. A nivel postsindptico, PGE: activa directamente las neuronas del asta dorsal, mejora la actividad
AMPAR y NMDAR, o bloquea la neurotransmisién glicinérgica inhibitoria. (TRPV1, potencial receptor transitorio
subtipo V1; TTX-R, canales de sodio resistentes a tetrodotoxina; NMDAR, receptor de acido N-metil-d-aspartico;
AMPAR, receptor de quiscualato; NK1R, neuroquinina- 1 receptor; CGRPR, receptor CGRP). (Tomado y modificado
de Chen et al., 2013)

Los receptores adicionales incluyen canales i6nicos sensibles al acido
activados por protones, receptores del canal P2X activados por ATP, receptores
activados por proteinasa, activados por tripsina o triptasa, receptores
nicotinicos de acetilcolina, receptores de glutamato y receptores de
bradicinina. Una vez que los nociceptores se despolarizan, los potenciales de
accion viajan desde la periferia hasta la médula espinal dorsal. En las
terminales nerviosas sensoriales de la médula espinal, los potenciales de

accion entrantes despolarizan sus terminales nerviosas centrales, provocando
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la liberacion de neurotransmisores como el glutamato, sustancia P (SP) y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) (Figura 3)(Chen et al.,
2013). Una vez liberados, estos transmisores activan receptores en las

neuronas del asta dorsal que despolarizan estas células.

Por lo tanto, en términos generales, en la conduccion de la informacion del
dolor desde el sitio de la lesion o inflamaciéon, las neuronas sensoriales
transducen energias mecanicas, térmicas o quimicas en sefales eléctricas que
luego se convierten, mediante la liberacion de transmisores, en un proceso de
senalizacion quimica en la médula espinal (Ellison, 2017; Hudspith, 2016; Lee

& Neumeister, 2020).

Varios mediadores inflamatorios no producen dolor manifiesto, sino
sensibilizacion periférica. Estos agentes actian uniéndose a receptores en
neuronas sensoriales que a su vez activan cascadas de transduccion de
senales que provocan modificaciones postraduccionales de los canales i6nicos
y/u otras proteinas que aumentan la excitabilidad de las neuronas sensoriales
(Muley et al., 2016). Los mediadores inflamatorios clasicos que producen
sensibilizacion periférica son las prostaglandinas, PGE. y PGI2. Estos
compuestos se sintetizan y liberan en respuesta a una lesion aguda y/o
después de una inflamacion cronica por las acciones de las ciclooxigenasas
sobre el acido araquidonico (Kakavandi et al, 2021). Por ello, el principal
mecanismo que produce los efectos analgésicos de farmacos antiinflamatorios
no esteroideos es la inhibicion de las ciclooxigenasas, que previene la sintesis
de prostaglandinas. Otros compuestos que se sintetizan y liberan durante la
inflamacion y que contribuyen a la sensibilizacion periférica, incluyen
citocinas (IL-1pB, TNFa e IL-6) y quimiocinas, factor de crecimiento nervioso
(NFG) y otros factores troficos, acido lisofosfatidico, esfingosina-1-fosfato (S1P),
S-hidroxitriptamina (5-HT) y endotelina-1 (ET1)(Muley et al., 2016). Las PGE-
se unen a sus receptores acoplados a proteinas (EP1 y EP4) aumentando la
produccion de AMPc con activacion de la proteina quinasa A (PKA) y factores
de intercambio activados por AMPc (Epacs). La bradicinina y la union de ATP

a sus receptores, aumenta la actividad de la fosfolipasa CpB, que libera trifosfato
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de inositol (IP3), liberando calcio de las reservas intracelulares y
diacilgliceroles (DAG), que activan la proteina quinasa C (PKC). A su vez PKA
y PKC fosforilan los canales ionicos activados por voltaje y por ligando que
aumentan la excitabilidad de las neuronas sensoriales (Chen et al.,, 2013;
Kakavandi et al, 2021). El NGF y las citocinas, causan sensibilizacion
periférica al unirse a receptores de tirosina quinasa (TC) o receptores similares
al TNF, lo que activa una serie de vias de senalizacion descendentes
involucradas con la modificacion postraduccional de proteinas en neuronas
sensoriales (Hudspith, 2016). Los efectores activados por NGF y receptores de
citocinas incluyen fosfolipasa Cy (PLCy), PI3 quinasas y proteinas G pequenas
como ras. La activacion de PLCy libera PI3 y DAG, mientras que las PI3
quinasas activan otra proteina quinasa, AKT, y las proteinas G pequenas
activan las MAP quinasas (p38, ERK, JNK)(Lee & Neumeister, 2020). La
sensibilizacion periférica se mantiene durante la inflamacion créonica por dos
factores principales: el mantenimiento de la respuesta inflamatoria y/o
inmunitaria a lo largo del tiempo y la capacidad de los mediadores
inflamatorios para aumentar la expresion génica de neurotransmisores,
receptores o proteinas de canal que aumentan la excitabilidad de las neuronas
sensoriales nociceptivas. Las citocinas contribuyen a mantener la
hipersensibilidad aumentando la expresion de ciclooxigenasa (COX2) en varios
tejidos con un aumento concomitante de la produccion de prostaglandinas
(Chen et al., 2013; Kakavandi et al., 2021). Llegados a este punto, es
importante destacar que el manejo efectivo del dolor y la inflamacion
representa un desafio en la investigacion clinica, ya que la disciplina cientifica
del manejo del dolor es un campo de investigacion relativamente nuevo

(Tompkins et al., 2017)
2.7 Antioxidantes naturales y su papel en el alivio del dolor
Los habitos dietéticos son aspectos fundamentales para evaluar y modular la

salud y el bienestar, pero, ademas, diferentes paneles nutricionales pueden

ayudar a las personas a prevenir el dolor agudo y cronico. Sin embargo,
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actualmente, la terapia con medicamentos es el régimen de tratamiento
principal para resolver el dolor, pero desafortunadamente, los tratamientos
actuales no son completamente efectivos y conllevan a diversos efectos

adversos (Farrar et al. 2017; Nesbit et al. 2020).

Originalmente se pensaba que los efectos antioxidantes eran directos, es decir
que actuaban solamente mediante la captacion de RL. Sin embargo, se han
identificado otros posibles mecanismos bioquimicos y moleculares, que
incluyen la modulacion de vias de senalizacion intercelular e intracelular. Tal
como la regulacion de los factores de transcripcion nuclear y el metabolismo
de las grasas; la modulacion de la sintesis de mediadores inflamatorios,
incluidas las citoquinas, el factor de necrosis tumoral a, y las interleucinas (IL)

-1B, e IL-6 (Fraga et al. 2019).

Varias lineas de evidencia han demostrado que el receptor de capsaicina
(vanilloide) TRPV1, puede ser activado por una multitud de activadores
primarios (p. €j., protones y "endovaniloides") y moduladores secundarios (p.
ej., factor de crecimiento nervioso, bradicinina, prostaglandinas y trifosfato de
adenosina), luego provoca la liberacion de neuropéptidos (Péptido relacionado
con el gen de la calcitonina), aminoacidos excitadores, o6xido nitrico y
mediadores proinflamatorios en la periferia, que a su vez transmiten
informaciéon nociceptiva a la médula espinal (Shi et al.,, 2011). Dado que se ha
demostrado que los agentes antioxidantes, pueden modular la sintesis de
mediadores inflamatorios, su papel en la antinocicepcion puede ser muy

importante.

2.8 Estudios preclinicos de dolor e inflamacion del género Erythrina

Existen estudios preclinicos sobre el efecto analgésico y antiinflamatorio de
algunas especies del género Erythrina, como los que se muestran en la tabla
4. E. variegate fue la especie mas estudiada, tanto por su efecto analgésico,
como antiinflamatorio (Bhagyasri et al.,, 2017; Fahmy et al., 2018; Haque et
al., 2006; Muhammad et al.,, 2014), seguida de E. velutina y E. mulungu
(Marchioro et al.,, 2005; Vasconcelos et al.,, 2010, 2014). En su mayoria, se
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utilizaron disolventes de alta polaridad (etanol, agua y metanol) para obtener
los extractos. Esto sugiere que la actividad biologica demostrada, en los
diversos estudios, se debi6 en gran parte a los compuestos polares. Dos
flavanonas (sigmoidina A y B), un flavonoide prenilado (abisinona V-40-metil
éter), una prenilisoflavona (warangalona) y un pterocarpano (ericristagalina),
demostraron propiedades antiinflamatorias en dosis de 300 a 600 mg/kg (Cui
et al., 2008; Sokeng et al., 2013), todos los compuestos demostraron una
marcada eficacia antiinflamatoria. Los mecanismos antiinflamatorios
sugeridos incluyen la inhibicion de prostaglandinas y ciclooxigenasas. Los
farmacos de referencia mas utilizados en los modelos de dolor fueron la
morfina y el diclofenaco. Mientras que para los modelos de inflamacion fueron
indometacina, diclofenaco y dexametasona y en algunos casos se utilizé acido
acetilsalicilico y pentazocina. En general, todos los estudios preclinicos
coinciden en que cada especie estudiada tiene un efecto analgésico y/o
antiinflamatorio. También se mencionaron los efectos antagonistas de la
histamina y/o la serotonina. Aunque sus causas no estan aclaradas, el
bloqueo de los receptores HR y 5-HT estan relacionados. Asimismo, se destaca
la participacion de la actividad antioxidante en la regulacion de procesos
antiinflamatorios y analgésicos mediante la inhibicion del ON. Segun los
autores, los compuestos implicados en estos mecanismos son principalmente
flavonoides. Sin embargo, también se menciona que los alcaloides erisotrina,
erisotrina hipoforina, redujeron el niumero de células inflamatorias en el tejido

pulmonar, principalmente eosinofilos y linfocitos.

Posiblemente debido a la disminucion de IL-4 e IL-5, que estimulan la
maduracion de eosinédfilos en la médula 6sea y reclutan estas células a los
tejidos. A su vez, esto puede afectar la modulacion de la sintesis y liberacion
de mediadores inflamatorios, como prostaglandinas, 6xido nitrico y citocinas
como IL-1 y TNF. Los estudios de acoplamiento muestran que la faseolina de
Erythrina variegata tiene la mejor puntuacion de aptitud frente a la COX-1,

que es 56.64 y 59.63 para la enzima COX-2. Sin embargo, es necesario
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profundizar en los posibles mecanismos de accion, asi como los

fitoconstituyentes y su relaciéon con la actividad biologica.

Tabla 4. Estudios preclinicos sobre el efecto analgésico y antiinflamatorio de especies

del género Erythrina.

Especie Extracto Parte(s) usada Modelo Reference
E. addisoniae EtOAcy MeOH  Corteza de tallo Inhibicion de la produccion de (Talla et al.,
leucotrienos B4 a partir de 2003)
leucocitos polimorfonucleares
de rata. Inhibicion de
ciclooxigenasa-1 (COX-1) de
plaquetas humanas.
Edema de pata en raton
inducido por PLAP,. Edema de
oreja de ratén inducido por TPA
E. lysistemon Etanoly Hojas y corteza Inhibicion de ciclooxigenasa-1 (Pillay et al.,
E. lysistemon acetato de etilo 2001)

E. latissima
E. humeana
E. zeyheri
E. indica

E. droogmansina

E. crista-galli

E. mildbraedii

E. mulungu

E. senegalensis

MeOH

AcOEt y MeOH

EtOH (70 %)
Diclorometano
MeOH

AcOEt

EtOH y
EtOH 30%

Acuoso y
EtOH (70%)

Hojas

Corteza de raiz
flavonoide
prenilado
(abisinona V-4’-
metil éter,)

Partes aéreas

Corteza de raiz
pterocarpano
Ericristagalina

Flores y corteza
de tallo

Corteza y raiz

Edema inducido por
carragenina

Edema inducido por
carragenina

Edema de oido inducido por
xileno

Granuloma inducido por
granulos de algoddn
Writhing

Formalina

Hot-palte

Edema inducido por
carragenina

Edema de pata en raton
inducido por PLAP,.

Edema de oreja de raton
inducido por TPA.

Asma inducida por
ovoalbumina (OVA) en ratones
Edema de pata inducido por
dextrano

Writhing
Edema de pata inducido por
albdmina de huevo en ratas.
Hot-plate

(Verma et al.,
2005)
(Sokeng et al.,
2013

(Fischer et al.,
2007)

(Njamen et al.,
2003)

(Amorim et al.,
2019; Silvania
M.M.
Vasconcelos et
al., 2011;
Silvania Maria
Mendes
Vasconcelos et
al., 2003)
(Saidu et al.,
2000; Musa et
al., 2016)
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E. sigmoidea Cloroformo

E. variegata MeOH, EtOH
(95%), EtOH y
Acuoso.

E. velutina EtOH (30%) y

Acuoso.

Corteza
(flavanonas
sigmoidina Ay
B)

Hojas y corteza

Corteza de tallo
y hojas

Inhibicion de leucotrienos B4 a

partir de leucocitos
polimorfonucleares de rata.
Inhibicién de COX-1 en
plaquetas humanas.

Edema de pata inducido por
PLAP; en raton.

Edema de oreja de ratén
inducido por TPA.

Writhing

Tail-flik

Edema de la pata trasera
inducido por carragenina.
Granuloma inducido por
granulos de algoddn.

Hot plate

Estabilizacion de membrana
HRBC

Writhing

Formalina

Hot-plate

Edema de la pata trasera
inducido por carragenina

(Njamen et al.,
2004

(Haque et al.,
2006b; Krishna
Raju Mantena &
Tejaswini, 2015;
Nasir Uddin et
al., 2014;
Bhagyasri et al.,
2017)

(Silvania Maria
Mendes
Vasconcelos et
al., 2003;
Silvania M.M.
Vasconcelos et
al., 2011;
Marchioro et al.,
2005)

2.9 Actividad antioxidante del género Erythrina en modelos in vitro

Existen varios métodos para investigar las propiedades antioxidantes de
diferentes tipos de muestras. Se pueden clasificar en modelos antioxidantes in
vitro e in vivo (Alam et al., 2020). La actividad antioxidante de los extractos y /
o compuestos de E. abyssinica, E. livingstoniana y E. mildbraedii se ha
demostrado en diferentes estudios (Ali et al,, 2012; Anouar, 2016; Bedane et
al.,, 2015, 2016; MacHumi et al., 2006). El ensayo de eliminacion de radicales
in vitro con DPPH fue la prueba mas utilizada para determinar la capacidad de
eliminacion de radicales libres. En la mayoria de los estudios, se obtuvo una
actividad similar e incluso mayor que la de los controles positivos (Trolox, BHA,
acido ascorbico y quercetina) (Bedane et al., 2015, 2016; Gabr et al., 2017;
Robinson & Zhang, 2011; Tauseef et al.,, 2013). También se ha evaluado la

reduccion de iones hierro (Fe), un ensayo que se utiliza a menudo como
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indicador de la actividad de donacion de electrones (FRAP). Ademas, se ha
medido la actividad antioxidante in vivo de las enzimas SOD, CAT y GSH, para
evaluar el potencial hepatoprotector de Erythrina indica, senegalensis y neillii
en ratas. Donde se restauraron las actividades de las enzimas antioxidantes
(p <0.05) (Janbaz et al, 2012). La inhibicion de la lipoxigenasa y la xantina
oxidasa, enzimas que participan en la produccion de especies reactivas de
oxigeno y agentes proinflamatorios, han sido otras pruebas utilizadas (Ali et
al., 2012; Anouar, 2016; Umamaheswari et al, 2009). Asimismo, la
disminucion de la peroxidacion lipidica (TBARS) y la inhibicion del NO se
utilizaron para evaluar las propiedades antioxidantes (Mujahid et al., 2017;
Ozawa et al.,, 2010; Sowndhararajan et al, 2012). Entre los compuestos
responsables de estas actividades estan: erivarina H, abisinona V, mildbona,
mildbenona, 7,30-dihidroxi-40-metoxi-50- (3 metilbut-2-enil) flavanona,
erilivingstona H,7,30,40-trihidroxiflavanona, trans-3,4,20 , 40-
tetrahidroxichalcona, erivarina J y ericrisagalina (Anouar, 2016; Bedane et al.,
2016; Gurmessa et al., 2018; Peleyeju et al., 2019; Yenesew et al., 2000, 2003;
C. Zhang et al, 2014). El acoplamiento molecular flexible en la hemo
oxigenasa, una importante proteina de estrés que participa en la proteccion
celular, actividades antioxidantes y antiinflamatorias, se demostré con 2-O-
galoil orientina, formando cuatro interacciones de uniéon con residuos, Arg 136
(dos interacciones), Met34 y Gly139 (Muhammad et al., 2014). Por otro lado,
se ha informado que el compuesto abisinona V aumenta el estrés oxidativo y
reduce la resistencia al estrés en el modelo de Caenorhabditis elegans
(Chukwujekwu et al.,, 2016). Asi mismo, muchos compuestos antioxidantes
también se evaluan por su actividad citotoxica que promueve la apoptosis
favoreciendo un entorno prooxidante. Esto depende en gran medida de las
concentraciones utilizadas del compuesto. Sin embargo, se requieren estudios

para ayudar a aclarar esta actividad.

Como se menciono6 anteriormente, un aumento de radicales libres exacerba la
respuesta inflamatoria. Asimismo, se ha observado que la suplementacion con

antioxidantes en modelos animales puede disminuir la sensibilizacion
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periférica provocada por ROS. Por lo que se sugiere que compuestos con
actividad antioxidante del género Erythrina pueden jugar un papel importante
en la modulacion del dolor inflamatorio. Aunque las plantas medicinales a
menudo tienen muchos usos diferentes dentro y entre culturas, queda mucho
por investigar sobre las especies de este género en términos de su potencial

para tratar el dolor y la inflamacion.
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3. Justificacion

Los opioides y los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), asi como
los antidepresivos y anticonvulsivantes, siguen siendo los farmacos mas
utilizados para aliviar el dolor agudo y créonico, sin embargo, éstos presentan
una amplia gama de efectos adversos, motivo el cual, es necesario continuar
con la busqueda de nuevos farmacos con efecto analgésico. En este escenario,
de manera tradicional también se recurre al uso de diversas especies de
plantas medicinales para el alivio del dolor, por lo que, algunas especies
vegetales han sido estudiadas por su morfologia, distribucion, farmacologia y
composicion quimica, entre ellas el género Erythrina. Asi mismo, las flores de
Erythrina americana son muy apreciadas por sus usos ornamentales y
también son empleadas en una variedad de platillos regionales en diversas
comunidades de México. Ademas, estas flores se han utilizado en la medicina
tradicional para tratar la inflamacion de extremidades, ulceras, abscesos, asi
como dolor de espalda y dolor de muelas, entre otros padecimientos. Se han
encontrado informes que detallan el uso etnomédico de al menos 30 especies
diferentes de este género. Sin embargo, hasta ahora no existen estudios
cientificos que demuestren el efecto analgésico y antioxidante de las flores de

E. americana.

Dada la creciente necesidad del uso de nuevas terapias para el tratamiento del
dolor, se destaca el conocimiento popular sobre las plantas medicinales
utilizadas para tal fin. Por lo que, el estudio de las flores comestibles de la E.
americana puede contribuir con evidencia cientifica para demostrar el efecto
analgésico, que se le atribuye en la medicina tradicional y podria ser una
importante fuente de compuestos bioactivos, que contribuyan al desarrollo de

fitofarmacos para el tratamiento del dolor.
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4. Objetivos

4.1

Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto etandlico de las flores de Erythrina americana

sobre la capacidad antioxidante in vitro y la actividad antinociceptiva in vivo,

para contribuir con evidencia cientifica sobre el uso de esta especie en el

tratamiento del dolor en la medicina tradicional.

4.2

Objetivos especificos

Determinar el contenido fendlico por el método Folin-Ciocalteu y la
capacidad antioxidante in vitro del extracto etandlico de E. americana
mediante los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP.

Determinar la toxicidad aguda del EEa estableciendo la dosis letal
media (DLso) de acuerdo con la OECD en ratas wistar.

Evaluar el efecto antinociceptivo del EEa en los modelos de dolor
writhing, hot plate y formalina.

Analizar la posible participacion de la via del 6xido nitrico (ON) en el
mecanismo de accion del efecto antinociceptivo, a través de la
administracion de precursores e inhibidores de ON.

Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el
extracto mediante métodos fitoquimicos, cromatograficos y
espectroscopicos.
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5. Material y métodos

5.1 Obtencion del extracto

5.1.1 Material vegetal

Las flores de E. americana, fueron colectadas en marzo de 2019, a las 10 am,
en la comunidad de Xiquila, municipio de Huejutla de Reyes en el estado de
Hidalgo (latitud 20°21°33” N Longitud 98°43°4” O). Se identifico un ejemplar
en el Herbario del Area Académica de Biologia del Instituto de Ciencias

Basicas e Ingenieria de la UAEH.

5.1.2 Extraccion

Las flores se limpiaron, quitando cualquier material vegetal ajeno a la muestra.
Se secaron a temperatura ambiente y en la sobra sin exposicion a la luz solar.
Posteriormente, las flores se pesaron (998g), se fragmentaron mediante un
molino mecanico y fueron sometidas a un proceso de extraccion por
maceracion, utilizando etanol como disolvente por 72 h, con agitacion diaria.
Este procedimiento se repitio 3 veces. El extracto se filtro a través del papel
Whatman y se concentr6 mediante un evaporador rotativo BUCHI R-205, a
presion reducida hasta obtener un extracto seco de color café oscuro (Djiogue

et al. 2014; Amorim et al. 2018) (Figura 4).

Extraccion

EEa 279

Fig. 4. Proceso de extraccion etandélica de flores de E. americana
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5.2 Determinacion de contenido fendlico total y capacidad antioxidante

5.2.1 Prueba para determinar contenido fenolico total

En la determinacion de fenoles solubles totales se utilizé la metodologia
descrita por Ramirez-Moreno y colaboradores, la cual se basa en una reaccion
de oxido-reduccion con el reactivo Folin-Ciocalteu. Dicha técnica se
fundamenta en el cambio de color de amarillo a azul en presencia de
compuestos fenolicos, esto se debe a que el reactivo de Folin Ciocalteu es una
mezcla de acido fosfotingstico y fosfomolibdico, la cual es reducida a 6xidos
azules de tungsteno y molibdeno durante la oxidacion fendlica que ocurre en

condiciones de pH alcalino (Ramirez-Moreno et al., 2018).

Para realizar la curva de calibracion se empleé como estandar acido galico
(7.5mg/ 25 mL agua), el reactivo de Folin Ciocalteu se preparo en una relacion

1:10 en agua destilada, y la solucion de NaxCOs se utilizo al 7.5%.

La curva de calibracion con acido galico se construy6 a una concentracion de
0,100, 200 y 300 mg/L (acido galico/agua destilada). La concentracion se
determinoé por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a una longitud de
onda de 765 nm, en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
Software KC Junior, Estados Unidos de América), utilizando como blanco agua

destilada.

Para la medicion de las muestras, se tomaron 100 uL de solucion (Smg/mL) y
se adicionaron 500 uL de Folin y 400 uL de solucion de Na>2CO3 en un tubo
Eppendorf. Posteriormente se agito el tubo en vortex (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries, Inc., NY, Estados Unidos de América). La muestra se dejé reposar
30 minutos a temperatura ambiente, y después se realizo la lectura de
absorbancia en el lector de microplacas, a una longitud de onda de 765 nm.
El analisis de las muestras se realiz6 por triplicado, los resultados se

expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por litro (mg EAG/L).
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5.2.2 Prueba para determinar capacidad antioxidante con DPPH

El ensayo con el compuesto 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) se realizé de
acuerdo con el procedimiento reportado por Morales y Jiménez-Pérez (Morales
& Jiménez-Pérez, 2001). E1 DPPH es un radical libre susceptible a reaccionar
con compuestos antioxidantes mediante la cesion de un atomo de hidrégeno
proporcionado por el agente antioxidante (Guija, Inocente, Ponce, & Zarzosa,

2015).

Se preparo una solucion con 7.4 mg de DPPH y 100 mL de etanol. Se realizo
una curva estandar de Trolox (3.75 mg de Trolox en 50 mL de etanol) con las
concentraciones de 0, 50, 100, 200, 300 uL de Equivalentes Trolox por litro
(uL ET/L).

Posteriormente, se agregaron 100 uL de cada muestra y 500 uL de reactivo
DPPHe. Esta mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente durante una
hora. Se realizo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 520 nm
en un lector de microplacas. Cada muestra se leyo por triplicado y los
resultados de capacidad antioxidante se expresaron en micromoles

equivalentes de Trolox por litro (umol ET/L).

5.2.3 Prueba para determinar capacidad antioxidante con ABTS

El ensayo con el acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) se
llevo a cabo de acuerdo con la metodologia reportada por Kuskoski y
colaboradores (Kuskoski et al, 2005). Esta prueba es util para medir la
actividad antioxidante de compuestos tanto hidrofilicos como lipofilicos
(Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-filho, & Fett, 2005). Se fundamenta en
la cuantificacion de la decoloracion del cation radical ABTSe+ derivado de la
interaccion con especies donantes de hidrogeno o de electrones (Mesa-Vanegas

etal, 2010; Re et al., 1999).
30



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

El procedimiento comenzoé con la obtencion del cation radical ABTSe+, el cual
se obtuvo tras la reaccion de ABTSe+ 7 mM (76.8 mg de ABTSe+ en 20 mL de
agua destilada) con persulfato potasico (2.45 mM, concentracion final),
incubados a temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 horas. Posterior
a la formacion del radical ABTSe+, se realizaron algunas diluciones de la
solucion hasta ajustar un valor de absorbancia comprendido entre 0.70 + 0.1

a una longitud de onda de 754 nm (longitud de onda de maxima absorcion).

Para la preparacion de la curva estandar, se utilizo el reactivo Trolox (3.75 mg
Trolox en 50 mL de etanol) y posteriormente se prepararon diluciones de O, 5,
10, 20, 30, 40 y 50 umol/L. La lectura se realizé en un lector de microplacas

a una longitud de onda de 754 nm.

5.2.4 Prueba para determinar capacidad antioxidante con FRAP

La prueba de la capacidad de reduccion del hierro o poder antioxidante de la
reduccion férrica (FRAP, por sus siglas en inglés Ferric Reducing Antioxidant
Power), se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia reportada por Pérez-
Jiménez, que consiste en medir el incremento en la absorbancia a 593 nm
(coloracion azul) que tiene lugar cuando el complejo TPTZ-Fe*3
(Tripiridiltriazina -Fe*3) es reducido a TPTZ-Fe*2 (Pérez-diménez et al., 2008).
La capacidad antioxidante refleja la capacidad que tiene extracto para reducir

especies férricas (Benzie & Strain, 1996; Garcia et al.,, 2011).

Para realizar el ensayo, se preparo el reactivo FRAP a una concentracion 10:1:1
con 100 mL de solucion amortiguadora (0.3 M, pH de 3.6), 10 mL de TPTZ
(10mM en HCI]) y 10 mL de FeCls (20 mM en agua). Se realizo una curva
estandar de FeSO4 con las siguientes concentraciones: 0, 20, 30, 40, y 50 uM
FeSO4. Después se colocaron 30 uL de cada muestra y dilucion, 90 uL de agua
destilada y 900 uL de reactivo FRAP. Cada muestra se agito en vortex y se
incubaron en bafno maria a una temperatura de 37°C durante 10 min. Luego
de transcurrido este tiempo se realizo la lectura de la absorbancia en un lector

de microplacas a una longitud de onda de 593 nm. Cada muestra se medio
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por triplicado y se expresaron los resultados de capacidad antioxidante como

micromoles de hierro (II) por litro (umol Fe (II)/ L).

5.3 Consideraciones éticas para el uso de animales de experimentacion

El manejo de los animales se realizo con estricto apego a la NOM-062-ZOO-
1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio” y siguiendo el reglamento interno y principios éticos
establecidos por el Comité Institucional Etico para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la UAEH. Todos los experimentos fueron
realizados en el laboratorio de investigacion del Bioterio de la UAEH, de
acuerdo con los procedimientos descritos en el protocolo aprobado con numero

CICUALO11-20109.

Para determinar la dosis letal media (DLso) y el efecto antinociceptivo en los
modelos de dolor Writhing y Hot plate se utilizaron ratones de la cepa CD-1
machos de aproximadamente 30-35 g de peso, de 8 a 10 semanas de edad. En
las pruebas con modelo de formalina se emplearon ratas Wistar macho de 10
semanas de edad, con aproximadamente 180 a 200g de peso. Los animales se
mantuvieron en los cuartos de aislamiento en el Bioterio de la UAEH, en
condiciones estandar de ciclo luz/oscuridad de 12 horas, a 22 °C y con control
de humedad relativa del 45%. Se les proporcioné alimento y agua ad libitum.
Previo a cada experimento, los animales se dejaron en privacion de alimento

por 12 horas.

5.4 Determinacion de Dosis Letal Media (DLso)

La prueba de toxicidad aguda para determinar la DLso se realizo siguiendo la
guia de la OECD (2001). Este ensayo esta basado en un procedimiento que
usa un numero minimo de animales por etapa. Se utilizaron ratones CD1,
distribuidos en 2 grupos (n=3). En la primera etapa se administré al grupo 1,

una dosis de 2000 mg/kg del extracto etanodlico de las inflorescencias de E.
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americana (EEa), via intragastrica, y vehiculo al grupo 2. Estos animales se
mantuvieron en observacion individual después de la dosificacion, con especial
atencion en las primeras 4 horas, y diariamente por un periodo de 14 dias. La
administracion de la siguiente dosis, mayor (5000 mg/Kg) o inferior (300
mg/Kg) se decidio en funcion de las observaciones y sobrevivencia de los
animales en la primera etapa. Al finalizar el periodo de observacion, los
animales se llevaron a eutanasia por dislocacion cervical, para realizar el

analisis macroscopico de los 6rganos.

5.5 Evaluacion de la actividad antinociceptiva

Para evaluar el efecto antinociceptivo in vivo se emplearon tres modelos de
dolor: Writhing, Hot plate, y Formalina. La distribucion de los grupos
experimentales fue la misma para los tres modelos de dolor. Los animales se
distribuyeron en 6 grupos (n=6) de la siguiente manera: un grupo control
negativo (CN) con la administracion de vehiculo; un grupo control positivo (CP)
con la administracion del farmaco de referencia, y 4 grupos con dosis
diferentes del EEa: 100,178, 316 y 562 mg/Kg, via intragastrica, para
establecer curvas dosis respuesta en cada modelo. Al término de los
experimentos en los modelos de dolor, los animales fueron sacrificados en la

camara de eutanasia con diéxido de carbono para evitar sufrimiento.

5.5.1 Modelo de Writhing para evaluar analgesia periférica

Este modelo permite evaluar la analgesia periférica en respuesta a un estimulo
nociceptivo inducido por acido acético. En este estudio se utilizaron 36 ratones

CD1, distribuidos en 6 grupos.

Cada grupo fue tratado con las diferentes dosis del EEa (100,178, 316 y 562
mg/Kg), con indometacina (10mg/Kg) como farmaco de referencia o sélo
vehiculo (solucion acuosa de Tween 80 al 1%) via intragastrica
respectivamente. Media hora después del tratamiento, recibieron una
inyeccion intraperitoneal de acido acético al 0,6% (0,1 ml/10 g) para la
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induccion del dolor y enseguida se registro el numero total de contracciones
abdominales o estiramientos por periodos de 5 minutos: 0-5, 5-10, 10-15, 15-
20, 20-25 y 25-30, hasta completar un curso temporal de 30 minutos (Figura
5).

R4
=
4 F N
N )
,’-\\ ~/
AN EEa (100, 178, 316 y 562 mg/kg) 30 min
«f N Indometacina (10 mg/kg) (+)
\ Vehiculo tween 1% (=)
Viaig

Registro de contracciones abdominales
cada 5 min, durante 30 minutos

Acido Acético 0.6%
n=36 viaip

Raton CD1

Fig. 5. Disefio metodoldogico del modelo Writhing para evaluar la analgesia periférica

5.5.2 Modelo de Hot-plate para evaluar analgesia a nivel central

Este modelo permite evaluar la actividad analgésica de sustancias similares a
los opiaceos, ya que se observa la analgesia a nivel central, abarcando
mecanismos neurogénicos y centrales de la nocicepcion. En esta prueba se
utilizaron 36 ratones CD1, con la distribucion antes mencionada. Los grupos
se trataron con diferentes dosis del EEa (316, 562 y 1000 mg/Kg), con
tramadol como farmaco de referencia (56 mg/kg) o vehiculo (soluciéon acuosa
de Tween 80 al 1%), via intragastrica. 15 minutos después, se colocaron dentro

de una caja acrilica, sobre una placa caliente de aluminio a 55%0.5°C
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(analgesimetro Hot and Cold Plate, Ugo Basile), para medir la respuesta
nociceptiva. La latencia de retiro del signo de dolor (lamido de ambas patas
delanteras o salto fuera de la superficie caliente), fue registrada mediante un

cronometro.

55+1°C -

Tiempo de reaccion basal

No mayoralbs

| EEa (316, 562 y 1000 mg/kg)
Tramadol 56 mg/kg (+)
-\ Tween 1% (-)

Ratén CDI
n=30

Transcurridos
30 min

55+1°C -
Latencia de retiro a los
0,15, 30, 60, 90 y 120 min

Fig. 6. Disefio metodoldgico del modelo Hot plate para evaluar dolor a nivel central

Dicho periodo de latencia de retiro no fue mayor a 30 segundos, para evitar

dano tisular, y se medio a intervalos de O, 15, 30, 60, 90 y 120 min (Figura 6).

5.5.3 Modelo de Formalina para evaluar analgesia en dolor nociceptivo
e inflamatorio.

Este modelo produce una respuesta dolorosa bifasica inducida por la inyeccion
de formalina via subcutanea en la pata de la rata, con una primera fase de
corta duracion (primeros 5 minutos), debida a la activacion de los nociceptores
en la pata de la rata y una segunda fase (10-50 minutos después de la
inyeccion) debida a una respuesta inflamatoria con sensibilizacion de las

neuronas nociceptoras de la médula espinal. Para ello, se utilizaron 36 ratas
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Wistar, divididas en 6 grupos, que se trataron previamente con las diferentes
dosis del EEa (100,178, 316 y 562 mg/Kg), con diclofenaco (17 mg/Kg) como
farmaco de referencia o con vehiculo (solucion acuosa de Tween 80 al 1%) via

intragastrica.

Transcurridos
30 min

EEa (100, 178 316 y 562 mg/kg)
Diclofenaco 17 mg/kg (-)
Tween 1% (+)

- Inyeccion s.c de formalina
al 2% (50ul) en la regién
plantar dorsal

Evaluacion del comportamiento nociceptivo
cada 3 m, durantel m
en un curso temporal de 1 hora

=7
rata wistar

n=36

L
=

Fig. 7. Disefio metodoldogico del modelo de Formalina para evaluar dolor nociceptivo e

inflamatorio

Pasados 30 minutos, se administré formalina al 2% (50ul/animal) mediante
una inyeccion subcutanea en la region dorsal de la pata trasera derecha.
Inmediatamente después de la inyeccion, se realizo el registro del nimero de
veces en que el animal sacude o levanta la extremidad, usando un cronémetro
y un contador. Esta conducta nociceptiva se registré en periodos de 1 minuto,

cada 5 minutos durante una hora (Figura 7 y 8).
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Fig. 8. Evaluacion antinociceptiva en el modelo de Formalina

5.6 Analisis del posible mecanismo de accion.

Para determinar la implicacion de la via del 6xido nitrico (ON) en la actividad
antinociceptiva del EEa, se utilizo un método previamente adoptado por
Perimal y colaboradores (2011) con una ligera modificacion que a continuacion
se describe, empleando el modelo de formalina. Se usaron 30 ratas que fueron
distribuidas en S grupos (n=6). El primer grupo de ratas fue pre-tratado con
L-Arginina (precursor de ON, 100 mg/kg, ip). A un segundo grupo se le
administro L-Arginina y 15 minutos después la DEso de EEa, 412 mg/kg
(EEa+L-Arginina). Asi mismo, un tercer grupo recibié una sola administracion
del éster metilico de nitroarginina (L-NAME) (inhibidor de la enzima o6xido
nitrico sintasa, 10 mg/kg ip). Al cuarto grupo se le administré6 L-NAME + EEa,
de la misma forma que el grupo 2. Y finalmente, el quinto grupo solo recibio el
vehiculo (solucion acuosa de Tween 80 al 1%). 30 minutos después de la
administracion de los tratamientos, se aplica el estimulo nocivo para inducir
el dolor e inflamacion de acuerdo con el modelo de Formalina descrito
anteriormente; enseguida se registro la respuesta nociceptiva (numero de
sacudidas de la pata) durante 60 minutos, después de la inyeccion subcutanea

plantar de 50 ul de formalina al 2%.
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5.7 Identificacion de metabolitos secundarios

5.7.1 Perfil fitoquimico

A partir de 20 g del extracto etanolico de flores de E. americana, se realizo el
fraccionamiento por cromatografia en columna de vidrio de 14 pulgadas de
longitud y 2 pulgadas de diametro (CC), empacada con 210 g de gel de silice
60 (Merck, 0.04-0.063mm), utilizando fase movil de hexano-acetato de etilo
(10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1 v/v) y acetato de etilo-metanol (10:0, 9:1, 8:2 v/v), con
gradiente de concentracion. Se recolectaron fracciones de 100 mL cada una,
las cuales fueron concentradas en rotavapor a presion reducida; éstas se
monitorearon por cromatografia en capa fina, empleando como adsorbente gel

de silice (60 GF254, Merck, México) como fase movil acetato de etilo-metanol

(8:2 v/v).

Las cromato-placas se observaron con luz UV a 254 y 365 nm (Cole-Parmer
9818) y se revelaron con un agente cromogénico de sulfato cérico, calentando
a 110 °C por 5 min, , cloruro férrico y reactivo de Dragendorf, lo que permitio

reunir las fracciones por su identidad cromatografica.

5.7.2 Estudios espectroscopicos de los metabolitos secundarios
mayoritarios.

Los espectros de RMN de 1H y 13C se obtuvieron a temperatura ambiente en
un espectrometro Bruker Avance a 400 y 100 MHz, respectivamente, asi como
los espectros COSY, HSQC y HMBC, empleando CDCI13, DMSO-d6, CD30D y
acetona-d6 como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.
Los desplazamientos quimicos se dan en ppm a frecuencias altas a partir del

TMS y las constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz.
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5.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresaron como la media * error estandar (EE). Se
realizo un analisis de varianza de una via (ANOVA) y las diferencias entre
las medias se determinaron a través de una prueba de Tukey, con un nivel
de significancia de p<0.05. El area bajo la curva (ABC) de la respuesta
antinociceptiva fue calculada por el método de los trapezoides. El analisis
se realizo mediante el paquete estadistico GraphPad Prism 9 para Windows,

2021.
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6. Resultados

6.1 Rendimiento del extracto

La extraccion es un paso importante en el procesamiento fitoquimico para el
descubrimiento de componentes bioactivos a partir de materiales vegetales. En
este caso, se obtuvieron 27g de extracto total de las flores de E. americana, lo

que representa un rendimiento de 2.7%.

6.2 Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante

6.2.1 Contenido fenoélico total

El término «compuestos fenodlicos» engloba a todas aquellas sustancias que
poseen varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unidas a
estructuras aromaticas o alifaticas (Creus, 2004). En este estudio se encontro
un contenido de fenoles totales de 4.36x1.16 mg EAG/g, en el EEa. Las
propiedades antioxidantes de los compuestos fenélicos son una de las
caracteristicas mas destacables, ya que se han demostrado los beneficios de
estas propiedades en la salud humana, como la prevencion del cancer,
enfermedades cardiovasculares o incluso de enfermedades neurodegenerativas

como el Alzheimer (Pisoschi et al., 2021).

6.2.2 Capacidad antioxidante

El EEa mostro tener capacidad de eliminacion de radicales con un porcentaje
de inhibicion de 66.48+1.51% para DPPH y 79.04+0.35% para ABTS en
concentracion de 12 mg/mL (Grafica 1). Ademas, se observé poder reductor
en la técnica de FRAP (119+4.83 uM. FeSO4). Asi mismo, se establecio una
fuerte correlacion entre el contenido de fenoles y la actividad antioxidante,
tanto para ABTS y DPPH respectivamente, lo que evidencio (r=0.83 ABTS,
r=0.88 DPPH y r=0.93 FRAP).
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La capacidad de eliminacion de radicales se expres6 como porcentaje de

inhibicion (I%) que se calculo utilizando la siguiente ecuacion:

Abs control — Absmuetrs
1% = X100
Abs control

DPPH = ABTS
90
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Grafica 1. Actividad atrapadora de radicales libres del EEa. Expresada como porcentaje

de inhibicion en los ensayos DPPH y ABTS

Para determinar la capacidad atrapadora de radicales libres se calculo la
concentracion del extracto correspondiente al 50 por ciento de inhibicion
(Clso), a partir de la curva del porcentaje de inhibicion frente a la concentracion
del extracto con DPPH y ABTS. Cada muestra se analizo por triplicado para

cada concentracion (Graficas 2 y 3).
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Grafica 2. Concentracion inhibitoria 50 en el ensayo DPPH
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Grafica 3. Concentracion inhibitoria 50 en el ensayo ABTS

La Clso fue de 6.16 mg/ml para DPPH y de 4.23 mg/ml para ABTS, lo que
indicé que el extracto tiene un buen potencial como atrapador de radicales

libres.
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6.3 Dosis Letal Media (DLso)

Una vez aprobado el protocolo por el Comité Institucional Etico para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (CIECUAL) con el folio de aprobacion
CIECUAL/011/2019, se determin6é la DLso del EEa, que fue superior a
5000mg/kg, ya que a esa dosis hubo sobrevivencia de los animales y en el

analisis macroscopico no se observo dano en los organos.

6.4 Actividad antinociceptiva

6.4.1 Analgesia periférica (Writhing)

El extracto de E. americana redujo la nocicepcion inducida por el acido acético,
lo que se evidencié por la disminucion de las contracciones abdominales,
comparadas con el control (vehiculo) como se puede observar en el curso
temporal de la Grafica 4. Asi mismo, en el ABC del efecto antinocieptivo, se
evidencio que el efecto de la dosis maxima del EEa (214+£36.39) fue menor al
efecto de la indometacina (110+10.21), ya que es mayor ABC por el numero de
contracciones registradas en el curso temporal con respecto al farmaco de
referencia. En este modelo, el dolor se genera indirectamente a través de
mediadores endégenos como la bradicinina, la serotonina y la capsaicina, que
estimula las neuronas nociceptivas periféricas. Esta prueba se ha utilizado
como herramienta de deteccion para evaluar agentes analgésicos o

antiinflamatorios debido a la dualidad del modelo (Dzoyem et al., 2017).
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Grafica 4. Curso temporal del efecto antinociceptivo del EEa en la prueba de Writhing.

Cada punto representa la mediatz EEM n = 6, en un curso temporal de 30 minutos

En la Grafica 5 se representa el porcentaje del efecto antinociceptivo
dependiente de la dosis del EEa, donde se puede observar la disminucion de
las contracciones abdominales, este efecto del EEa es estadisticamente
significativo (p <0.05) comparado con el vehiculo. El mejor efecto se obtuvo con
las dosis de 316 y 562 mg/kg. El efecto antinociceptivo del extracto no fue
mayor al de la indometacina, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el efecto de este farmaco,

por lo cual, se puede decir que presentan un efecto similar.
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Grafica 5. Efecto antinociceptivo del EEa en la prueba de Writhing. Datos expresados
como la media del porcentaje de antinocicepcion + EEM. n=6 ***P<0.001 vs. Vehiculo.

ANOVA seguido de Tukey.

La prueba de Writhing, a diferencia de los ensayos Tail flick y Hot plate, esta
mediada por la actividad del receptor de NMDA, que se sabe que esta asociado
con la sintesis de ON (Larson et al., 2000). Esta sintesis puede actuar sobre
segundos mensajeros, la fosforilacion de los receptores o el potencial de
membrana en reposo de las neuronas, que como resultado desencadenan el
mecanismo nociceptivo (Larson et al., 2000). Por lo tanto, el EEa puede estar
actuando mediante la inhibicion de la sintesis de ON, debido a su actividad
antioxidante. Ya se ha destacado la regulacion de procesos antiinflamatorios y
analgésicos a través de la inhibicion del ON (D et al., 2004; Sokeng et al., 2013).
Independientemente del mecanismo mediante el cual un farmaco ejerza sus
efectos, por uniéon a receptores o interaccion quimica, el control del efecto
depende de la concentracion del farmaco en el sitio de accion. Por lo que,
establecer la curva dosis-respuesta, representa graficamente como actua la
dosis de un compuesto para producir el efecto (respuesta). Esta representacion
grafica de los farmacos y/o extractos estudiados en condiciones idénticas,
permite comparar los perfiles farmacologicos de los tratamientos. Por ello, en

este estudio se realizo la curva dosis-respuesta del farmaco y se estimo la dosis
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efectiva 50 (DEso) de la indometacina y del EEa, como se puede observar en la

Grafica 6.
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Grafica 6. Curva dosis respuesta de Indometacina y el EEa. El eje “y” indica el porcentaje
de efecto antinociceptivo en el modelo Writhing y el eje “X”, representa el logaritmo de la

dosis, donde se estimé la dosis efectiva 50 (DEs)

La DEso para la indometacina se establecio en 6.42 mg/kg y para el extracto
de 305.75 mg/kg (Grafica 6). Estas curvas pueden brindar mas informacion
para tomar decisiones terapéuticas adecuadas, ya que permite determinar la
dosis necesaria, su frecuencia y el indice terapéutico de los farmacos; ademas,

ofrece datos sobre la potencia y selectividad de los medicamentos.

6.4.2 Analgesia a nivel central (Hot plate)

Los datos se expresaron como el porcentaje del maximo efecto posible (% MPE),

calculado mediante la siguiente ecuacion:
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Grafica 7. Efecto antinociceptivo del EEa en Hot-plate. Las barras representan la media del
porcentaje del maximo efecto antinociceptivo posible (MPE) + EEM. n=6 *P<0.05 vs. Vehiculo, **p<0.01 vs

tramadol (Tr). ANOVA seguido de Tukey.

En el modelo de Hot plate el EEa incremento el tiempo de latencia de retiro de
forma dosis dependiente (Grafica 7). Se encontraron diferencias significativas
(p<0.035) vs control, con la dosis de 1000 mg/kg y con el farmaco de referencia
tramadol (Tr), el cual tuvo mejor efecto con las dosis de 56 mg/kg (p<0.01). Asi
mismo, no se observo diferencia significativa entre la dosis maxima del
extracto comparado con el tramadol, por lo cual, se puede decir que ambos
presentan un efecto antinociceptivo similar. La prueba de la placa caliente es
una forma rapida y relativamente economica de evaluar el dolor térmico agudo,
y una ventaja sobre el movimiento de la cola o la retirada de la cola, ya que es

la oportunidad de evaluar la sensibilidad térmica sin confundirse con la
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analgesia inducida por el estrés asociada con la inmovilizacion. Sin embargo,
la prueba de la placa caliente es algo mas complicada que otros ensayos
térmicos, porque los roedores (especialmente las ratas) exhiben repertorios de

comportamiento bastante complejos y sutiles.

En el ensayo Hot plate, se empleé el calor como el principal estimulo
nociceptivo, esta prueba implica una funciéon cerebral superior y se considera
una respuesta organizada supraespinal (Dzoyem et al., 2017) Por lo anterior,
este modelo permite evaluar la actividad analgésica de sustancias similares a
los opiaceos, ya que se observa la analgesia a nivel central, abarcando

mecanismos neurogénicos y centrales de la nocicepcion.

6.4.3 Analgesia en dolor nociceptivo e inflamatorio (Formalina)

Para poder determinar la dosis adecuada de diclofenaco a utilizar en los
experimentos como farmaco de referencia, se determiné el curso temporal del
diclofenaco en el modelo de formalina empelando diferentes dosis de este

farmaco, de acuerdo con la literatura (Grafica 8).

50

-»- Vehiculo
= Diclofenaco 1.7 mg/kg

-+« Diclofenaco 5.6 mg/kg
Diclofenaco 17.8 mg/kg
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Media del No. de sacudidas
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Grafica 8. Curso temporal de antinocicepcion bifasico de diclofenaco. Datos expresados
como la media +SEM dek nimero de sacudidas en el modelo de Formalina. Diferencia significativa vs vehiculo
p<0.05 segun lo determinado por el ANOVA seguido de la prueba de Tukey.

En esta prueba, la formalina se inyecta via subcutanea en la pata trasera del
animal, contabilizando el comportamiento nociceptivo. Se observan dos fases
de la respuesta: una fase temprana (neurogénica) que comienza
inmediatamente después de la inyeccion y dura de 0 a 5 minutos y una fase
tardia (inflamatoria) de 15 a 60 minutos después de la inyeccion. El numero
de sacudidas se represento en funcion del tiempo. El curso temporal de las
diferentes dosis del farmaco dio como resultado una curva bifasica, la primera
fase (de O a 5 minutos) se caracteriza por representar el dolor nociceptivo y en
la segundad fase (de los 10 — 50 minutos), se presenta el dolor inflamatorio.
Las areas bajo las curvas se calcularon utilizando la regla trapezoidal. La
reduccion significativa en el area se interpretd6 como el porcentaje de
antinocicepcion (Grafica 9). Se calcularon las ABC para las dos fases del
ensayo y el porcentaje de antinocicepcion para cada fase. La administracion

de formalina produjo un patrén tipico de comportamiento nociceptivo.
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Grafica 9. Porcentaje de antinocicepcion de diclofenaco en la prueba de
Formalina. Datos expresados como la media + SEM del porcentaje. ** Diferencia
significativa con el grupo de vehiculos (p <0.01) segun lo determinado por el ANOVA seguido
de la prueba de Dunnett. 49
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Los mejores efectos de antinocicepcion, para el farmaco de referencia, se
observaron en las dosis de 17.8 y 31.6 mg/kg, sin embargo, no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre estas dosis (Grafica 9), por lo
que se decidio utilizar la dosis de 17.8 mg/kg, como referencia en los
experimentos posteriores. Se considerd esta dosis mas segura, ya que la DLso
de este farmaco en animales de experimentacion, es de 50 mg/kg. Asi mismo
no se observaron diferencias significativas entre las dosis de 1.7 y 5.6 mg/kg
con respecto al vehiculo. Una vez que se determiné la dosis del farmaco a
utilizar, se administraron las diferentes dosis del extracto EEa y se obtuvo el
curso temporal del efecto antinociceptivo, contrastando el efecto con el
vehiculo y el farmaco de referencia como se puede ver en la Grafica 10. Se
observd una reduccion de la respuesta nociceptiva (sacudidas de la
extremidad) con el EEa de una forma dosis dependiente. Ademas, se

identificaron diferentes respuestas dependiendo de la fase de dolor.
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Grafica 10. Curso temporal de antinocicepcion en el modelo de Formalina. Se representa el
namero de sacudidas después de la inyeccion de formalina en ratas pre-tratadas con el vehiculo, diferentes dosis
del EEa o Diclofenaco. Datos expresados como el nimero medio de sacudidas = SEM.
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A partir de los resultados obtenidos en el curso temporal, se calculo el % de
antinocicepcion para cada fase. La administracion oral del EEa indujo una
disminucion de la respuesta nociceptiva dependiente de la dosis durante la

primera fase (p <0,05) (Grafica 11).

Se encontraron diferencias significativas en la dosis de 562 mg/kg vs vehiculo
(p<0.05) y con las demas dosis del EEa. Ademas, no hubo diferencia
significativa entre esta dosis y el farmaco de referencia (diclofenaco) lo que
demuestra un efecto equiparable del EEa con respecto a este farmaco de

referencia (Grafica 11).
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Grafica 11. Porcentaje de antinocicepcion del EEa en la primera fase en el modelo de
Formalina. Datos expresados como media = SEM del porcentaje de antinocicepcion del EEa, Diclofenaco (DCl)
y el vehiculo (VEH). * Diferencia significativa con el grupo de vehiculo (p <0,05) segun lo determinado por el
ANOVA seguido de la prueba de Tukey.

La administracion del EEa y DCI mostré una disminucion significativa en el
numero de sacudidas, lo que indica un efecto antinociceptivo en comparacion

con su grupo de control de vehiculo (p <0,05). Por otro lado, DCI tuvo un mejor
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efecto antinociceptivo en la segunda fase que EEa (p <0.05), no obstante, no
se encontraron diferencias significativas entre éste y el farmaco, lo que indica
que el EEa produce un efecto deseable, comparable con el farmaco. Asi mismo,
se observo que no hubo diferencias significativas entre las dosis de 178, 316y
562 mg/kg (Grafica 12), lo que podria suponer que se puede ejercer un efecto
eficaz con una dosis menor del extracto, para lo que se tendria que calcular la

DEso.

La primera fase de la actividad nociceptiva refleja una activacion directa de las
aferentes sensoriales nociceptivas por la formalina, seguida de la activacion
aferente producida por mediadores inflamatorios en la segunda fase. Esto
apoya la idea de que diferentes mecanismos subyacen a las dos etapas de

activacion conductual y electrofisiologica.
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Grafica 12. Porcentaje de antinocicepcion del EEa en la segunda fase en el modelo de
Formalina. Datos expresados como media + SEM del porcentaje de antinocicepcion del EEa, Diclofenaco
(DCl) y el vehiculo (VEH). * Diferencia significativa con el grupo de vehiculos (p <0.05) segun lo determinado por
el ANOVA seguido de la prueba de Tukey

Para visualizar el efecto general que tiene el extracto en estos modelos, se
calculo el % de antinocicepcion para ambas fases (Grafica 13). Dicha
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representacion grafica, demostro que EEa redujo la respuesta al estimulo
doloroso en ambas fases, lo que sugiere una actividad analgésica y

antiinflamatoria.
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Grafica 13. Porcentaje de antinocicepcion bifasico del EEa en el modelo de
Formalina. Datos expresados como media + SEM del porcentaje de antinocicepcion del EEa,
Diclofenaco (DCl) y el vehiculo (VEH). Diferencia significativa vs vehiculo p<0.05 segun lo
determinado por el ANOVA seguido de la prueba de Tukey.

6.5 Implicacion de la via L-Arginina/ON/cGMP en el efecto
antinociceptivo

En la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del dolor, se buscan
compuestos efectivos cuyo mecanismo de accion sea distinto a los ya
utilizados. En este contexto, la iniciacion periférica del proceso nociceptivo ha
sido un tema relevante de estudio cientifico y médico durante anos. Por tanto,
el descubrimiento de farmacos que ejercen su accion antinociceptiva
Unicamente en la periferia podria evitar los efectos secundarios centrales,
ocasionados por los tratamientos tradicionales. Ademas, el ON esta implicado

en mecanismos de hiperalgesia y alodinia, al permitir un incremento de la
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transmision nociceptiva en terminales nerviosas centrales. Es por ello que
resulta importante evaluar la implicacion de la via del canal 6xido nitrico-

cGMP-KATP en el proceso nociceptivo.

Para analizar si el efecto antinociceptivo observado en el modelo de formalina,
estaba mediado por la via periférica del canal L-arginina/ON/cGMP/KATP, se
uso6 la dosis efectiva 50 del EEa, que fue de 412 mg/kg, esta dosis fue
administrada de forma individual, asi como L-NAME, L-Arginina y sus
combinaciones con el extracto, cuyo resultados se observan en la Grafica 14,
donde se representa el curso temporal del efecto antinociceptivo de los

tratamientos administrados en el modelo de Formalina.
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Grafica 14. Curso temporal del efecto antinociceptivo para determinar posible
mecanismos de accién en el modelo de Formalina. Se representa el promedio de la respuesta
antinociceptiva de la DEsode EEa, L-NAME, L-Arginina y sus combinaciones durante 60 minutos.
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En Grafica 15, se observa que la administracion tinica de L-NAME (10 mg/kg),
como inhibidor de 6xido nitrico sintasa (ONS), reduyjo la respuesta nociceptiva,
es decir, hubo un efecto antinociceptivo. La administracion conjunta de
EEa+L-NAME incrementoé el efecto antinociceptivo del extracto, sin embargo,
no se modifico el efecto de L-NAME. La administracion de L-Arginina también
demostro un efecto antinociceptivo en los animales de experimentacion,
aunque no tan efectivo como L-NAME, encontrandose diferencias significativas
(P<0.05) entre estos grupos. De igual forma, este efecto aumento con la
coadministracion del EEa, no obstante, la administracion conjunta de EEa+L-
Arginina, no mostréo diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con la sola administracion de EEa, el efecto fue practicamente el

mismo.

Debido a los efectos inhibidores de la ONS, L-NAME ha sido una de las
herramientas farmacologicas mas utiles en la investigacion relacionada con el
antagonismo de la enzima ONS (Liu et al., 2019). Por lo que, de acuerdo con
los resultados observados, se demuestra la posible implicacion de la via de los
canales L-arginina/NO/cGMP/KATP en el efecto antinociceptivo que el EEa
presenta en la prueba de formalina en ratas (Grafica 15). La inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas probablemente esté involucrada en los efectos
antiinflamatorios y antinociceptivos de este extracto, pero no se pueden excluir

mecanismos adicionales.
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Grafica 15. Porcentaje de antinocicepcion del efecto global de DEso EEa, L-NAME, L-
Arginina y su combinacién. Datos expresados como la media +SEM del porcentaje de antinocicepcion
en el modelo de Formalina. Diferencia significativa vs vehiculo p<0.05 segun lo determinado por el ANOVA
seguido de la prueba de Tukey.

6.6 Perfil fitoquimico de las flores de E. americana

El extracto etandlico de las flores de E. americana se sometiéo a cromatografia
en columna obteniendo fracciones gruesas (100 mL) con AcOEt y mezclas de
AcOEt - MeOH con polaridad creciente, las cuales se identificaron como A-M.
Las fracciones C - F (Fig 9 A) eluidas con AcOEt:MeOH (8:2 v/v) y AcOEt:MeOH
(7:3 v/v), que dieron positiva la prueba con FeCls fueron reunidas y se
purificaron mediante cromatografia en columna empleando CHCI3:MeOH
(85:15 v/v). Se lograron separar 45 mg de un compuesto que muestra aun
impurezas y se llevo a purificacion mediante una cromatografia en columna,
del cual se logro obtener 12 mg de un compuesto puro que se etiqueté como
RRDMSO al que se le realizé espectroscopia de RMN. Las fracciones J-M que
dieron positiva la prueba de Dragendorf, se reunieron y recromatografiaron en

columna eluidas con CHCl3:MeOH (6:4 v/v). De esta fraccion se obtuvieron
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6.4 mg de un compuesto etiquetado como FLM y se también se realizo

espectroscopia de RMN.

Una vez desengrasado el extracto mediante hexano y a partir del
fraccionamiento de columna, se realizé una cromatografia en capa fina y se
revelaron con reactivos especificos, lo anterior para identificar los principales
grupos de metabolitos presentes en la muestra, ya que las tinciones suelen
estar disenadas para funcionar sélo con determinados grupos funcionales.
Cloruro férrico para flavanoides, Dragendorff para alcaloides y sulfato cérico

como revelador universal.

El revelado indic6 que los dos grupos principales presentes en el extracto son
flavonoides y alcaloides, ya que reaccionaron con cloruro férrico y el reactivo
de Dragendorff, respectivamente, como se puede ver en la cromato-placas de

las Figura 9.

Fig. 9. Identificacion fitoquimica en cromato-placas.
Cromatografia en capa fina de las fracciones AcEtOH y MeOH revelado
con cloruro férrico (A) y revelado con Dragendorff (B).

Para caracterizar los metabolitos mayoritarios que fueron identificados en el
extracto de las flores de E. americana, se realizaron estudios espectroscopicos
de los compuestos que fueron purificados mediante métodos cromatograficos

como se indicé anteriormente.
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En el Anexo 10.4 se encuentran las imagenes de los espectros obtenidos de
los compuestos aislados, cuyo analisis se realizara posteriormente como parte
de otro estudio, por lo cual, la elucidacion estructural de los metabolitos

aislados del EEa, no fue incluido en este trabajo.
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7 Discusion

7.1 Rendimiento del extracto

Como ya se ha mencionado anteriormente, del 70 al 95% de las flores
comestibles son agua, por lo tanto, el rendimiento que se obtiene de estas
estructuras suele ser bajo, por lo que, el resultado obtenido fue el esperado.
Ademas, el rendimiento de extraccion y la pureza de los extractos pueden verse
muy influenciados por el método de extraccion, la parte usada del material
vegetal y las especies de plantas. Se ha observado que hay un mayor
rendimiento cuando se utiliza la planta molida o triturada, ya que el tamano
de particula facilita el contacto con el solvente. Asi mismo, la interaccion de
las particulas se ve favorecida por la agitacion, lo que permite reducir el tiempo

de maceracion.

Por otro lado, las flores comestibles se pueden aplicar a una variedad de
necesidades como componentes de alimentos. Las primeras investigaciones
sobre flores comestibles se publicaron por primera vez en 1934; este tema de
investigacion gan6é una atencion significativa en la ultima década,
principalmente debido a los a los hallazgos de compuestos antioxidantes y sus
propiedades funcionales (Prabawati et al.,, 2021), lo que llevo a diversificar la
utilizacion de flores comestibles para una serie de propoésitos. Los resultados
de este estudio fueron similares a los obtenidos por Amorim et al., (2019), en
donde se obtuvo un rendimiento de 3.17 %, en flores de E. mulungu. Ademas,
se establecié una correlacion positiva entre el rendimiento del extracto, el
contenido fendlico y la actividad antioxidante. Asi mismo, se ha demostrado
en otro estudio que las flores de E. americana, tienen una importante

concentracion de carotenoides (Pinedo-Espinoza et al., 2020).
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7.2 Capacidad antioxidante

Los flavonoides constituyen el grupo de compuestos fenolico mas extendido en
la naturaleza y éstos son los que poseen una mayor capacidad antioxidante
(Fahmy et al., 2018). No obstante, se ha visto que ademas de flavonoides, la
combinacion de triterpenoides, esteroides y carbohidratos son responsables
del potencial antioxidante observado en las flores comestibles (Kumari et al.,

2021).

Con respecto al contenido de fenolico identificado en el extracto etanolico de
flores de E. americana, de acuerdo a la literatura, los extractos de flores suelen
proporcionar cantidades de fenoles totales de moderadas a bajas (Zheng et al.,
2018). En cuanto a las especies del género Erythrina, estudios previos han
demostrado el contenido fendlico en extractos de hojas de E.neillii con
diferentes solventes, el extracto metanolico total fue el que presento el mayor
contenido 10,12 mg EAG /g seguido del de acetato de etilo con 9,56 mg EAG/g.
Asi mismo, se obtuvieron 412.8 mg GAE/g en extracto metanolico de corteza
de E. indica (Sowndhararajan et al., 2012). Si bien la composicion de los
extractos depende del método de extraccion, también existe evidencia de que
las variaciones en la distribucion, composicion y concentracion de los grupos
fitoquimicos en las plantas se atribuyen a las reacciones de las especies al
ambiente (Andrade et al.,, 2018). En este trabajo se obtuvieron 4.36£1.16 mg
EAG/g, resultados menores a los que obtuvo Pinedo et al, (2020) cuyo
contenido de fenoles en flores fue de 7.80 mg EAG/g. Como ya se menciono
anteriormente, estas diferencias se atribuyen a las reacciones que el ambiente
genera en las plantas, ya que aunque los fenoles son sintetizados de novo por
las plantas y son regulados genéticamente, su sintesis también suele ser
promovida por una reaccion a determinada infeccion por microorganismos (las
plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques fingicos
o bacterianos), para combatir el estrés oxidativo o para regular el crecimiento
(Bystricka et al., 2011; Feduraev et al.,, 2019). Por otro lado, aunque se
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considera que existe una relacion positiva entre el rendimiento del extracto y
una mejor recuperacion de compuestos fenolicos, se ha reportado que a mayor
extraccion los rendimientos mostraron altos niveles de grupos no fenélicos en
las muestras de extracto. Lo que refuerza el hecho de que la extraccion de
compuestos fenodlicos de matrices vegetales es muy dependiente de la
composicion quimica de la muestra, asi como de la afinidad entre los
compuestos quimicos presentes en la muestra y el solvente utilizado (Braga et

al., 2016).

Asi mismo, el consumo de alimentos que contengan compuestos con
propiedades antioxidantes es de importancia para ayudar al cuerpo en la lucha
contra las especies reactivas de oxigeno excesivas y asi prevenir diversas
enfermedades degenerativas. Las flores comestibles, han ganado campo de
investigacion, debido a los hallazgos de compuestos antioxidantes y sus
propiedades funcionales, ya que se pueden aplicar a una variedad de
necesidades como componentes de alimentos (Prabawati et al., 2021). Para
evaluar las propiedades antioxidantes, existen varias técnicas in vitro e in vivo
(Alam et al., 2020). En este estudio se utilizaron las técnicas in vitro DPPH,
ABTS y FRAP. En dichas técnicas el EEa mostréo tener capacidad de
eliminacion de radicales con un porcentaje de inhibicion de 66.48+1.51% en
la técnica DPPH y de 79.04+0.35% en la técnica ABTS, ambas en
concentraciones de 12 mg/mL. Ademas, se observo poder reductor en la
técnica de FRAP (119+4.83 uM. FeSO4). Estos resultados son superiores a los
encontrados por Tauseef et al, (2013) quienes encontraron porcentajes de
inhibicion desde 2 hasta 42% en fracciones MeOH/AcOA 1%, en hojas de E.
vogelii. Asitambién, que la Clso de EEa fue de 6.16 mg/ml en la prueba DPPH
y de 4.23 mg/ml en la prueba ABTS. Mientras que Tauseef et al, 2013,
encontro Clso mayores a 0.2 g/ml en extractos de hojas de E. vogeliiy E.
sigmoidea. No obstante, esta diferencia se debio en parte a la estructura de la
planta analizada y a la técnica de extraccion, pero se hace evidente que las
especies que componen el género Erythrina, son potenciales agentes

antioxidantes.
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En otras especies del mismo género se demostro actividad antioxidante en
compuestos de E. abyssinica , E. livingstoniana y E. mildbraedii (Ali et al.,
2012; Anouar, 2016; MacHumi et al., 2006) donde las Clso van de los 27.5
ug/ml hasta los 200 pg/ml, claro que se debe considerar que estos datos
corresponden a compuestos puros encontrados en hojas y tallo de las especies
de Erythrina mencionadas. No obstante, en estos estudios se encontré una
actividad similar e incluso mayor, que los controles positivos (Trolox, BHA,
acido ascorbico y quercetina). El ensayo de eliminacion de radicales in vitro

utilizada en dichos estudios fue DPPH.

Dentro del género Erythrina se han utilizado varios métodos para determinar
la propiedad antioxidante de diferentes muestras. La actividad antioxidante de
los extractos y/o compuestos de E. abyssinica, E. livingstoniana y E.
mildbraedii, fueron evaluadas principalmente mediante el ensayo DPPH. En la
mayoria de dichos estudios, se da una actividad similar e incluso superior a la
de los controles positivos (Trolox, BHA, acido ascorbico y quercetina) (Bedane
etal., 2016; Gabr et al., 2017; Y. Zhang et al.,, 2007). También se ha evaluado
la reduccion del hierro férrico (Fe*3), mediante la técnica FRAP. Todos con

resultados similares a los obtenidos en este estudio.

Otras de las técnicas usadas para evaluar la actividad antioxidantes en
especies del género Erythrina, fue la inhibicion de la lipoxigenasa y la xantina
oxidasa, enzimas que participan en la produccion de especies reactivas de
oxigeno y agentes proinflamatorios (Ali et al, 2012; Anouar, 2016;
Umamaheswari et al., 2009) obteniendo resultados positivos. Por lo anterior,
debido a la actividad antioxidante que presentan las especies del género
Erythrina y la que se pone en evidencia en este estudio, se podria decir que la
especie E. americana puede ser una importante fuente de compuestos
bioactivos, utiles en el cuidado de la salud humana. Ya que se ha demostrado
que las flores comestibles con una composicion variada de compuestos
fendlicos tienen efectos antimicrobianos, anticancerigenos y antiinflamatorios
y tienen un efecto preventivo en el desarrollo de enfermedades degenerativas

como la diabetes y las enfermedades cardiovasculares (Prabawati et al., 2021).
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Entre los compuestos propios de las especies analizadas, que se han reportado
como responsables de esta actividad antioxidante, son: erivarina H, abisinona
V, mildbona, mildbenona, 7,3'-dihidroxi-4'-metoxi-5'-(3 metilbut-2-enil)
flavanona, erilivingstona H, 7,3 ,4'-trihidroxiflavanona, trans-3,4,2',4'-
tetrahidroxicalcona, erivarina J y erycrisagalina (Anouar, 2016; Bedane et al.,

2016; Sokeng et al., 2013).

Por otro lado, también se ha documentado actividad antioxidante de algunos
alcaloides, incluso, se demostré que algunos alcaloides activan la via del factor
nuclear Nrf2, produciendo la inhibicion de la NADPH-oxidasa (Macakova et al.,
2019). De la misma forma que otros compuestos antioxidantes, los alcaloides
pueden comportarse como antioxidantes y prooxidantes dependiendo de las
condiciones y la prooxidacion podria ser la razon de la activacion de Nrf2
(Macakova et al., 2019). Por lo tanto, los alcaloides presentes en las flores de
Erythrina también puede estar actuando como antioxidantes y esto estar

relacionado con la menor presencia de fenoles en el extracto.

Asi mismo, se ha explorado la participacion de agentes antioxidantes en la
regulacion de procesos antiinflamatorios y analgésicos a través de la inhibicion

del oxido nitrico (NO) (Njamen et al., 2013; Sokeng et al., 2013).

7.3 DLso

Los valores de la DLso son usados con frecuencia como un indicador general
de la toxicidad aguda de una sustancia. Una baja DLso es indicativo de mayor
toxicidad. En las regiones semiaridas de México, es comun utilizar la riqueza
floristica de las plantas silvestres como ingredientes alimentarios, tal es el caso
del “pemuche” que es consumido por la poblacion mexicana en varios estados,
por lo que era poco probable que fuera toxico. Por lo que la DL50 fue
>5000mg/kg, contrario a lo encontrado por Bhagyasri y colaboradores, en
extracto acuoso de hojas de E. variegata, que fue <3162mg/kg (Bhagyasri et
al., 2017). Ademas, estas diferencias en la toxicidad en otras especies del

género Erythrina, en parte pueden deberse a la variedad de distribucion de los
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compuestos fitoquimicos en las partes aéreas de las plantas. En general, las
hojas presentan mayor diversidad de metabolitos, posiblemente, debido a su
actividad metabdlica alta (fotosintesis), ya que la exposicion a la luz modula la
sintesis y presencia de fitoquimicos que protegen a las plantas contra

patogenos o herbivoros (Andrade et al., 2018).

7.4 Actividad antinociceptiva

La evaluacion de la actividad antinociceptiva en este estudio, demostro que las
flores de E. americana son un agente potencial en el tratamiento de dolor,
debido a que, en los tres modelos evaluados, el EEa demostréo efecto
antinociceptivo. En este sentido, se han descrito resultados similares para el
extracto hidroalcohodlico de la corteza del tallo de E. velutina y E. mulungu
(Marchioro et al.,, 2005). En dichas especies, se han encontrado compuestos
como erisotrina y eritralina, que son capaces de inhibir la produccion de 6xido
nitrico, el cual es asociado al mecanismo del dolor. Este efecto obtenido fue
significativo comparado con el vehiculo y similar a los farmacos de referencia.
Nuestros resultados son superiores a los reportados por otros autores, en el
modelo writhing, donde se observa antinocicepcion de 49% en dosis de 500
mg/kg en extracto metanodlico de hojas de E. variegata. Por el contrario,
estudios del extracto acuoso de hojas de E. velutina alcanzan un efecto
antinociceptivo de hasta 88 y 96% en dosis de 300 y 600 mg/kg (Bhagyasri et
al., 2017). Estas diferencias en los resultados se pueden deber principalmente

a las diferentes partes aéreas que se ocuparon y el tipo de extraccion utilizada.

Los resultados obtenidos demuestran que EEa, induce analgesia periférica y
probablemente se debe al bloqueo de la liberacion de sustancias endogenas
como las prostaglandinas. Ya que, la inyeccion de acido acético activa
nociceptores periféricos en las fibras nerviosas sensoriales y produce dolor e
hiperalgesia, derivando en senales quimicas a través de la liberacion de
mediadores proinflamatorios (Hassanpour et al, 2020). Asi mismo, el efecto
observado en el modelo Formalina, puede estar asociado la presencia de
compuestos bioactivos con actividad antinociceptiva y antinflamatoria. Ya se
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han reportado la presencia de alcaloides extraidos de las hojas de E. variegata
con actividad antiinflamatoria. Tal es el caso del alcaloide hipoforina un
compuesto aislado de muchas especies de Erythrina y otras especies de
plantas, cuyos reportes la promueven como na de las moléculas que se
considera como potencial candidata a farmaco antiinflamatorio (Aswad et al.,
2018). Ya que las prostaglandinas juegan un papel importante en el desarrollo
de la segunda fase de la reaccion inflamatoria en este modelo, se podria sugerir

que EEa puede estar inhibiendo la accion de estas sustancias.

Por otro lado, existen publicaciones recientes sobre la presencia de altas
concentraciones de carotenoides rojos como la capsantina y la capsorrubina;
asi como acido ascorbico, en flores de E. americana. Dichos compuestos
también han sido reportados como agentes inhibidores de radicales libres
como O>y el -OH, por lo que bloquean la peroxidacion lipidica causada por
estos agentes, que constituyen un mecanismo asociado al proceso

inflamatorio.

Asi mismo, el bloquedé de los radicales anteriormente mencionados, puede
disminuir la produccion de xantina oxidasa, una enzima implicada en el dano
tisular (Umamaheswari et al., 2009). Ya que el radical Oz al actuar como
aceptor de electrones, es también un cofactor de dicha enzima. De igual
manera, se ha reportado una alta concentracion de acidos fenolicos como el
acido clorogénico, vainilico, feralico y rutina en flores de E. americana (Pinedo-
Espinoza et al., 2020), dichos estos compuestos han demostrado tener

actividad antiinflamatoria.

Existe una gran variedad de estudios preclinicos, que respaldan el efecto
analgésico y antiinflamatorio de diversas especies del género Erythrina. En su
mayoria, se utilizaron solventes de alta polaridad (etanol, agua y metanol) para
obtener los extractos. Lo que sugiere, que la actividad biologica demostrada,
puede deberse en gran parte a compuestos polares, los cuales generalmente

se asocian con una actividad antioxidante.
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Por otro lado, se ha visto que las especies reactivas de oxigeno (ROS)
intersticiales e intracelulares sobrecargadas y el Ca2* intracelular son
mensajeros clave en el desarrollo y mantenimiento del dolor patologico. Por lo
que el efecto antioxidante hallado en este extracto puede estar participando en
la disminucion de la respuesta nociceptiva de los modelos de dolor en

animales.

Ademas, se ha comprobado que algunos compuestos presentes en las especies
del género Erythrina, como son las flavanonas (sigmoidina A y B), un flavonoide
prenilado (abisinona V-40 -éter metilico), una prenilisoflavona (warangalona)
y un pterocarpano (ericristagalina) tienen propiedades antiinflamatorias (Cui
et al, 2008; Sokeng et al, 2013). Asi mismo, se ha reportado una alta
concentracion de acidos fenolicos como el acido clorogénico, vainilico, ferulico
y rutina en flores de E. americana (Pinedo-Espinoza et al., 2020), estos
compuestos también se han reportado como agentes antiinflamatorios (Javed

et al., 2020; Valcheva-Kuzmanova et al., 2019).

Por otro lado, hay que destacar que en las especies que componen este género,
también se reporta una importante presencia de alcaloides. Algunos estudios,
han encontrado que alcaloides como erisotrina e hipoforina redujeron el
numero de células inflamatorias en tejido pulmonar, principalmente
eosinofilos y linfocitos. Posiblemente, mediante la disminucion de las
interleucinas IL-4 e IL-5, moléculas que estimulan la maduracion de
eosinofilos en la médula 6sea y reclutan estas células al tejido. A su vez, esto
puede afectar la modulacion de la sintesis y liberacion de mediadores
inflamatorios, como prostaglandinas, 6xido nitrico y citoquinas como IL-1 y

TNF a (Amorim et al., 2019).

Por lo tanto, esta evidencia corrobora que las flores de Erythrina americana,
son agentes potenciales para el tratamiento del dolor e inflamacion, sobre todo
por los resultados observados en el modelo de formalina. Ya que este modelo
bifasico inicia con la activacion del canal quimiorreceptor TRPA1 (canal de

iones de anquirina 1 del receptor potencial transitorio) por accion de la
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formalina, expresado en las neuronas nociceptoras periféricas (Fischer et al.,
20195). Mientras que la fase tardia esta mediada por una combinacion de
informacion periférica y sensibilizacion de la médula espinal (Langford & Mogil,
2008). La activacion de TRPA1 en los nociceptores conduce a potenciales de
accion que senalan dolor y provocan respuestas aversivas o protectoras. De
hecho, el mal funcionamiento de TRPA1 puede provocar una senalizacion
anormal del dolor (Brewster et al, 2016). Durante la lesion del tejido, los
ligandos endogenos activan TRPA1 y en consecuencia el proceso de
inflamacion, lo que promueve el dolor y la hipersensibilidad. Por lo tanto, las
busqueda de antagonistas de TRPA, involucra farmacos para combatir el dolor,
la inflamacion (Brewster et al., 2016). Este extracto evaluado de EEa, tuvo un
efecto en ambas fases del modelo, por lo que se puede decir que actia como
antagonista del receptor. Sin embargo, existen muchos otros mecanismos

asociados a la activacion.

7.5 Mecanismos de accion

El ON juega un papel esencial en el desarrollo y mantenimiento del dolor, las
enzimas ONS se expresan en los ganglios sensoriales periféricos de la raiz
dorsal (GRD) y en las neuronas de la médula espinal central, y éstas se regulan
a la alza durante la inflamacion y la lesion (Miyamoto et al., 2009). Asi mismo,
recientemente se ha sugerido que TRPV1 y TRPA1l, dos canales ionicos
polimodales que detectan estimulos nocivos e inciden en los nociceptores
periféricos, son activados por el ON. Es asi que, donadores de ON, como L-
Arginina pueden activar directamente el canal ionico TRPA1 (Brewster et al.,
2016), por lo que, la administracion de inhibidores de ONS (como L-NAME),
podria bloquear la activacion de TRPA1 (Liu et al, 2019). Al administrar, L-
NAME y L-Arginina junto con el EEa, podria indicarnos el mecanismo de

accion por medio del cual actua.

La administracion de L-NAME por si sola tuvo un efecto antinociceptivo, lo que
evidencio la accion de ON en el proceso nociceptivo, ya que L-NAME inhibio6 la
ONS y por ende la produccion de ON, bloqueando la activacion de TRPA1. Por
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el contrario, la sola administracion de L-Arginina, no incremento6 la respuesta
nociceptiva, es decir, no aumento6 la producciéon de ON. Sin embargo, el ON
puede tener efectos pro y antinociceptivos en el procesamiento nociceptivo,
dependiendo de factores como el sitio de accion y la concentraciéon del mismo
(Gomes et al., 2020). Por lo que, la dosis administrada de L-Arginina si pudo
elevar la concentracion de ON, pero entonces, la concentracion producida
pudo sobrepasar el efecto pro-nociceotivo y actuar como antinociceptivo, ya
que éste fue el comportamiento observado en el modelo de Formalina de este
estudio. Dicho mecanismo, esta asociado a lo reportado por Gomes et al,
(2020), donde menciona que el Guanosin monofosfato ciclico (GMPc) actua de
manera opuesta al Adenosin monofosfato ciclico (AMPc), promoviendo
analgesia periférica. De hecho, se ha demostrado que la administracion
periférica de GMPc o de farmacos que estimulan la senalizacion de GMPc,
como la acetilcolina (ACh) y el carbacol, promueven analgesia (Gomes et al.,
2020). Lo anterior comprueba la sobreactivacion de la via L-
Arginina/ON/cGMP y el efecto observado por la administracion de L-Arginina

en este estudio.

7.6 Metabolitos secundarios identificados en las flores de E. americana

De acuerdo con los resultados del perfil fitoquimico del EEa, se demuestra que
los compuestos mayoritarios son alcaloides y flavonoides, lo cual coincide con
lo encontrado en la literatura, donde se ha reportado una alta concentracion
de acidos fenolicos como el acido clorogénico, vainilico, ferulico y rutina en
flores de E. americana (Pinedo-Espinoza et al., 2020), que ademas reportan
tener actividad antiiflamatoria, por lo que podrian ser éstos los compuestos

presentes.

Asi mismo, algunos de los alcaloides encontrados en el género Erythrinay con
actividad antiiflamatoria, son hipaforina y erisodina. Hipaforina, compuesto

aislado de muchas especies de Erythrina y otras especies de plantas, se ha
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considerado como potencial candidato a farmaco antiinflamatorio (Aswad et
al., 2018). Asi también, el alcaloide erisodina caus6 una fuerte inhibicion sobre
el DPPH, comparable a la actividad del acido ascorbico (Mujahid & Siddiqui,
2014), por lo que, también pueden ser algunos de los compuestos presentes

en el extracto EEa.

Debido a que el perfil fitoquimico del extracto refleja que los compuestos
mayoritarios son alcaloides y flavonoides, se sugiere, que los compuestos

presentes pueden ser agentes potenciales para el tratamiento del dolor.

8 Conclusiones

Los datos presentados en este estudio muestran que los fitoconstituyentes del
género Erythrina tienen la capacidad potencial de modular el proceso
nociceptivo e inflamatorio, ya que el extracto presento estos efectos en los tres
modelos de dolor utilizados. Asi mismo, se comprobé que el extracto tiene una
importante actividad antioxidante, el cual debe estar asociado al efecto
antinociceptivo demostrado. Asi mismo, es importante seguir trabajando con
esta especie para profundizar en los mecanismos moleculares implicados el
efecto antioxidante y antinociceptivo. Con estos resultados se contribuye al
conocimiento de E. americana sobre el uso se le da en la medicina tradicional

para aliviar el dolor.
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IN VITRO ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACT OF
FLOWERS FROM ERYTHRINA AMERICANA
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Introduction. The flowers of Erythrina americana are a very valuable food in different
regions of Mexico. In addition, the aerial parts of the tree (leaves, bark and fruit) are used
empirically in traditional medicine to treat some diseases such as cardiovascular disease,
cancer and diabetes, related to oxidative stress.

Aims. Evaluate the antioxidant capacity of the ethanolic extract of the flowers of E.
americana.

Materials and Methods: 7 vifro antioxidant activity of the crude extract was evaluated
through 2 2-diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH). 2,2'-azino-bis—{3—ethylbenzothiazoline—6—
sulphonic acid (ABTS) and the ferric reducing ability of plasma (FRAP) assays by triplicate.
A sample of 100 uL (2mg/mL ethanol extract) was mixed with 500 pL DPPH reactant. After
a 60 min the absorbance was recorded at 520 nm and the results were calculated from the
Trolox standard curve and expressed as Trolox equivalents. Also 20 uL the sample was
mixed with 980 uL of ABTS " solution. and absorbance was recorded at 754 nm after 7 min.
The results were calculated from the ascorbic acid standard curve and expressed as ascorbic
acid equivalents. Finally 900 pL of prepared FRAP reagent was mixed with 100 pL of
sample; the absorbance at 593 nm was recorded after a 10 min incubation at 37 °C. FRAP
values are expressed as 'M of Fe™ equivalents/g.

Results. The results showed a radical scavenging ability in the DPPH and ABTS assay with
173 pmol ET/L and 23.28 pmol EAc/L respectively. It also showed a reduction capacity of
Fe™ jons of 6.70 uM Fe /L.

Conclusion. The ethanol extract from flowers of E. americana shows a moderate antioxidant
capacity, which suggests that this food can have a beneficial role in human health

Keywords: antioxidant, DPPH, Erythrina, FRAP
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Abstract: The negative impact that oxidative stress has on health is currently known. The complex
mechanism of free radicals initiates a series of chain reactions that contribute to the evolution or
development of different degenerative disorders. Likewise, these disorders are usually accompanied
by inflammatory processes and, therefore, pain. In this sense, reactive oxygen species (ROS) have
been shown to promote the nociceptive process, but effective treatment of pain and inflammation still
represents a challenge. Over time, it has been learned that there is no single way to relieve pain, and as
long as there are no other alternatives, the trend will continue to apply multidisciplinary management,
such as promote the traditional use of the Erythrina genus to manage pain and inflammation. In this
sense, the Erythrina genus produces a wide range of secondary metabolites, including flavanones,
isoflavones, isoflavones, and pterocarpans; these compounds are characterized by their antioxidant
activity. Phenolic compounds have demonstrated their ability to suppress pro-oxidants and inhibit
inflammatory signaling pathways such as MAPK, AP1, and NFkB. Although there is preclinical
evidence supporting its use, the pharmacological effect mechanisms are not entirely clear. Nowadays,
there is a fast advancement in knowledge of the disciplines related to drug discovery, but most of
nature’s medicinal potential has not yet been harnessed. This review analyzes the decisive role that
the Erythrina genus could play in managing inflammatory pain mediated by its compounds and its
uses as an antioxidant.

Keywords: Erythrina; antioxidant; inflammatory pain; prenylated flavonoids

1. Molecular Origin of Inflammatory Pain

Pain is traditionally defined as a complex sensory and emotional experience associated
with actual or potential tissue damage or described in terms of such damage (International
Association for the Study of Pain) [1-3]. It is a complex process that involves neuronal
signaling pathways between the peripheral nervous system (PNS) and the central nervous
system (CNS) [1,3]. The transduction of noxious stimuli (those that actually or potentially
damage tissues) is carried out by a nociceptor, creating an electrophysiological neuronal
signal encoded in the form of an action potential that is transmitted to the CNS. The acute
injury is associated with a first, well-localized pain sensation transduced and transmitted by
nociceptors. Although pain is one of the body’s most important adaptation and protection
mechanisms, the degree of tissue damage leads to the release of inflammatory mediators
that bind to its receptors, triggering an enzymatic cascade [1]. Thus, inflammatory pain is
generated by an increase in sensitivity due to the cellular response associated with tissue
damage, promoting the influx of activated cells such as macrophages, lymphocytes, and
mast cells that release inflammatory mediators such as bradykinin, Hp ions, ATF, purines,

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 248. https:/ /doi.org /10.3390 /ijms22010248
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Antinociceptive and anti-inflammatory effect of Erythrina americana flowers: an
alternative for pain management

Tania Jiménez Cabrera’, Minarda De la O Arciniega. Mirandeli Bautista, Claudia Velazquez
Gonzalez, Elena G. Olvera Hernandez

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, Pachuca, Mexico

Although pain is a physiological alert mechanism activated by detecting a harmful
or potentially harmful stimulus, pain is frequently related to inflammatory processes and can
persist even after the injury has healed. For this reason, its treatment has always been the object
of study since pain that is not relieved (chronic pain) is recognized worldwide as a health problem
that reduces the quality of life of those who suffer from it. The genus Erythrina is made up of
a great diversity of species. at least 120. The different parts of the tree are used in traditional
medicine to treat various health disorders, among which the relief of pain and inflammation
stands out. However. few studies demonstrate antinociceptive and anti-inflammatory activity. To
evaluate analgesia in nociceptive and inflammatory pain. first, Wistar rats were divided into six
groups. Then the animals were treated with different doses of ethanol extract from the flowers
of E americana (100, 178, 316, and 562 mg/kg). diclofenac (17 mg/kg). or vehicle (tween 1%) by
the intragastric route. Pain stimulation was performed by subcutaneous administration of 2%
formalin (50 pl/animal) to the hind paw and, the nociceptive response was measured in periods
of 1 minute every 5 minutes for one hour. The results showed that the oral administration of
the extract significantly reduced the nociceptive behavior produced by formalin administration.
It is suggested that antioxidant compounds such as rutin or chlorogenic acid in flowers of E
americana are responsible for the analgesic activity. which could provide beneficial effects in
pain management.

E-mail address: mibautista@uaeh.edumx

85



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

10.4Espectros de los metabolitos aislados

FLM-2-
AM-2- Espectro RMN1H del metabolito aromatico
r!l
'
f | i il | I | f
L I U (R V. [ W A V) Y, .
= 5 =1 -] & -]
i 2 2 g 3 =
815 810 805 B00 795 7% 78BS 7BO 775 770 765 Vo0 755 750 745 740 735 730 25 7AW 715 710 705
fL (pom)
FLM-2- ‘
FALM-2-
P
‘ ‘ /I
[
[
| |
| |
| 1)
( |
{ \
¥ |
) I || |' \ |
— ™ "*\L‘W| U R_JL._,\_ ____] LT S
) )
2 3
36 54 52 50 48 4.6 44 4.2 4.0 36 34 32 3.0 8 26 24 22 20

3.8
f1 {ppm)



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

Espectro RMN13C del metabolito aromitico

3
-
-

£ mE—
EET—
60—

928
EEET —

TaA4

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

=

0 0 60 50 40 30 20 10

espectro HSQC del metabolito aromético

e —
FLM-2-2 2
FLM-2-2

¢




Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

j &7, 1 JUL A
¥ FLM-2-2 —
—§ Am22 G
4 3
|30
4
F3s
4
E—
Ehj @ Feo
3 (o] [
|50
—
[ss
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
43 42 41 40 3% 38 37 36 35 34 33 32 31 30 28 28 27 26 25 24
12 (pom)
Espectro HMBC del metabolito aroméatico
L
FLM-2-2
FLM-2-2 Lo
20
- . Fao
i g
60
4
" a0
100
'
120
140
160
A
160
200
T T T T T T T T T T T T T
12 1 10 9 8 5 4 3 2 1 0

[
f2 {ppm)



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

) il )
FLM F20
b -
—
— 25
[F30
1 s
] -
_ O Lea
E o Fas
= 50
op
] °0
55
a0
. s
70
| 75
— )] @ a0
[F85
———— T T T T
40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 3.0 9 28 27 6 25 24 23 22 21
f2 {ppm)
i i el
|
e U U
==
e (|
|\"" | I'l\ —JI'
3 = 110
—
3
F11s
o [
- 120
1 A
_— il
E
1 125
1
3
3 B
3
*
L
135
Y
3
1 140
T T T T T T T T T T T T T
29 78 w7 %6 75 72 7.1 70 6.9 6.8 6.7



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

J/ AN | i

i — PR AV AN A

[F155

[-165

=

175

[-1B5

45 4.4 43 4.2 4.1 4.0 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26
2 (pp)
RRDMSD
Especiro RMN 1H del metabolito alifatico
[T TR L R
% 15 14 13 12 © 10 9 8 7 & 5 4 3 2 1 0 4 =2 3



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

|

|
M_M\ Jﬁk J‘ult ﬂ“ﬂ\ ~ _}Jub'-\mj ) L'Jk_ i, _ﬁt

5453 52 51 50 4.0 48 47 46 45 4.4 43 42 41 40 39 38 37 36 3.5 34 33 32 34 3.0 20 28 27 26 2.5 24
ppm

RMR EM 19-43
25mg

Espectro RMN13C del metabolito Alifatico

L1l

210 200 180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0  -10
ppm



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

| | Ry

105 100 95 90 85 0 75 70 65 80 55 50 45 40 35
ppm

Espectro de RMN13C acoplado a 1H del metabolito alifatico

¥ |
W Tve— T T —" ,JJW’M!WUU‘UJ’M IL.,JU *L}w

92



Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

Espectro HSQC del metabolito alifatico

I
288 86 8 & &
pRm

=]

7

T
L
o

L L

B8 ¢ g

6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20

65

85

—_&

54 53 52 51 50 49 4.8 4.7 46 4.5 4.4 4.3 42 41 40 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6
ppm




Evaluacién farmacolégica de la capacidad antioxidante y antinociceptiva del extracto etanélico del pemuche (Erythrina americana)

Espectro HMBC del metabolito alifitico

Ll Iy

100

: H110
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28
ppm

L 1

A

3
ppm

F100

105

F110

55 54 53 52 51 50 4.9 4.8 47 46 4.5 44 43 42 41 4.0 3.9 3.6 37 36 35 5.4 33 3.2 31 3.0 29 28
ppm

94



