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. RESUMEN

El extracto crudo de Geranium bellum presenté a dosis de 300 mg/kg una
actividad similar a la indometacina en 50 mg/kg y el acido acetilsalicilico 200 mg/kg,
por lo que se procedi6 a su fraccionamiento obteniendo como fracciones
mayoritarias taninos y flavonoides. De estas fracciones se aislaron los compuestos:
geraniina (1), quercetina (2), avicularina (3) y un derivado acilado de quercetina (4).
La actividad antinociceptiva de las fracciones fue mayor a la de los controles de
indometacina y acido acetilsalicilico, por ello se realizd la evaluacion con algunos
compuestos puros dando como resultado que la geraniina (1) demostré actividad
moderada, mientras de quercetina (2) fue la mas activa ya que presento la misma
actividad que la indometacina y el acido acetilsalicilico, evaluada a dosis menores,

por lo que fue méas potente con respecto a la geraniina (1).

Esto sugiere la conveniencia de estudiar estos efectos con otros modelos de
nocicepcion a nivel central y periférica, asi como dilucidar su mecanismo de accion

in vivo.




INDICE

|. RESUMEN
1 INTRODUCCION 1
1. ANTECEDENTES 3
3.1 DOLOR 3
3.2 DIMENSIONES DEL DOLOR 5
3.3 CLASIFICACION DE DOLOR 8
3.4 VIAS DEL DOLOR 8
3.5 NOCICEPTORES 9
3.6 MECANISMO DEL DOLOR 13
3.7 FARMACOS UTILIZADOS PARA EL TRATAMIENTO DEL DOLOR | 15
3.8 IMPORTANCIA DE LA MEDICINA TRADICIONAL EN MEXICO 19
3.9 DESCRIPCION DE LOS GERANIOS 24
3.10 ACTIVIDADES Y COMPUESTOS DEL Geranium 25
3.11 Gearnium bellum Rose 28
3.12 FLAVONOIDES Y TANINOS 30
IV. JUSTIFICACION 34
V. HIPOTESIS 35
VI. OBJETIVOS 36
6.1 GENERAL 36
6.2 ESPECIFICOS 36
VI. METODOLOGIA 37
7.1 OBTENCION E IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL 37
7.2 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO 37
7.3 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO CRUDO 37
7.4 EVALUACION ANALGESICA 38
7.5 ANALISIS ESTADISTICO 40
VIIl. RESULTADOS 41




8.1 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS 41
8.2 ACCION ANTINOCICEPTIVA 45
IX. DISCUSION DE RESULTADOS 55
X.  CONCLUSIONES 58
Xl.  PERSPECTIVA 59
Xll. BIBLIOGRAFIA 60
XIlI.  ANEXOS 69




A-54a
ADN
AINES
ASA
Ad
BCO

CCK -8
Clso
CO
COX

DE50

DLso

E GB
FeCls
GABA
H2SO4
HCT-8
HMC-1
i.p
IASP
IND

IR

Ls 174t

ABREVIATURAS

linea celular humana de pulmén (carcinoma)
acido desoxiribonucleico

antiinflamatorios no esteroideos

acido acetilsalicilico

fibra

blanco

fibra

colecistocinina

concentracion inhibitoria 50

monoxido de carbono

cicloxigenasa
dosis efectiva 50

dosis letal 50

extracto de Geranium bellum

cloruro ferrico

acido gamma amino butirico

acido sulfurico

linea celular humana de adenocarcinoma
linea celular humana derivadas de leucemia
intraperitoneal

Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
indometacina

infrarrojo

linea celular cancerigena de colon



ABREVIATURAS (Continuacion)

MeOH Alcohol metilico

PRGC péptido relacionado con el gen de calcitonina
RMN resonancia magnética nuclear

SIDA Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
TE-671 linea celular en modelos de meduloblastoma
UAEH Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
uv ultravioleta

a alfa

B beta

Y gama

18 KDa kilodaltones

S5HT 5 hidroxitriptamina



LISTA DE TABLAS Y FIGURAS

TABLAS

Tabla 1. Farmacos utilizados en el tratamiento del dolor

Tabla 2. Plantas medicinales utilizadas para el tratamiento del dolor en el
estado de Hidalgo

19
22

Tabla 3. Evaluacién antinociceptiva del extracto de Geranium bellum mediante 47

la prueba de acido acético

FIGURAS

Figura 1. Via del dolor: niveles de modulacién

Figura 2. Transmision del dolor desde el nivel periférico y medular

Figura 3. Geranium Rozanne

Figura 4. Pelargonium grandiflorum

Figura 5. Geranium bellum Rose

Figura 6. Estructura de los flavonoides

Figura 7. Estructura general de los taninos

Figura 8. Constriccién abdominal inducido por &cido acético

Figura 9. Cromatografia de placa fina

Figura 10. Espectro de RMN de 'H. (400 MHz) de geraniina (1) en acetona-
de:D20 (9:1)

Figura 11. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de avicularina (17) en CDsOD
Figura 12. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de quercetina (3) en CDClz y
DMSO-ds

Figura 13. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del 3-O-(2"-O- acetil)

arabinofurandsido de quercetina (8) en CDsOD

17
17
25
26
30
33
34
40
44
62

63
64



LISTA DE GRAFICAS Y ESQUEMAS
GRAFICAS

Gréfica 1. Actividad antinociceptiva del extracto de Geranium bellum
Gréfica 2. Actividad antinociceptiva de la fraccion tanino

Gréfica 3. Actividad antinociceptiva de la fraccion flavonoide
Grafica 4. Actividad antinociceptiva de la geraniina (1)

Gréfica 5. Actividad antinociceptiva de quercetina (3)

ESQUEMAS

Esquema 1. Aislamiento de compuestos activos del extracto de Geranium

bellum

52
52
53
54
55

45



RESUMEN

ll. INTRODUCCION
En la actualidad el dolor es una de las causas mas frecuente de consulta
meédica (Puebla, 2005). La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor
(IASP) ha definido al dolor como “una experiencia emocional y sensorial
desagradable asociada a un dafio tisular actual o potencial o descrito en términos

de dicho dafio” (IASP, 1986).

El dolor supone un importante problema para muchos de los pacientes
hospitalizados a veces por su patologia de base, pero también por la gran
variedad de técnicas diagnosticas y terapéuticas a las que se les somete. Sin
embargo, durante afios se ha tratado el dolor de forma insuficiente (Muriel, 1994),
entre otras causas por miedo a los posibles efectos secundarios de los farmacos,
como depresion respiratoria o inestabilidad cardiovascular, que pueden ser
inducidas por opiaceos (Charles, 2008). Hace poco tiempo que se le esta
prestando una mayor atencién al tratamiento del dolor, por razones humanitarias,
para mejorar el confort y la calidad de vida del enfermo, ademas porque se ha
comprobado que las respuestas neuroendocrinas, metabdlicas y emocionales que
se originan en el organismo como consecuencia del estrés que produce una
situacion dolorosa, resultan perjudiciales para la propia recuperacion del paciente

y empeoran en muchas ocasiones su estado general (Muriel, 1994).

Hoy en dia se dispone de una amplia variedad de técnicas y farmacos
analgésicos que son utilizados en la vida cotidiana para contrarrestar el dolor
(Muriel, 1994). Los cuales producen dependencia, reacciones adversas como

hipotension, taquicardia, hepatoxicidad, nefrotoxicidad, sindrome de Reye,
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INTRODUCCION

discrasia sanguinea (Charles, 2008), entre otras. En afios recientes, se ha dado
una considerable atencion al estudio de nuevos farmacos obtenidos de fuentes
naturales con actividad analgésica para atenuar o controlar el dolor, que

idealmente estén libres de reacciones adversas.

En este sentido las plantas medicinales constituyen un importante recurso,
pues una buena parte de la poblacion hace uso de ellas, ademas de que cerca del
55 % de los medicamentos disponibles han sido producidos a partir de productos
naturales (Newman, 2008). Dentro de este estudio se evalu6 el efecto analgésico
de las partes aéreas de Geranium bellum, el cual no habia sido estudiado desde el
punto de vista farmacoldgico, solamente se han realizado estudios fitoquimicos a

dicha planta.

“EVALUACION DEL EFECTO ANALGESICO DE Geranium bellum EN EL MODELO DE DOLOR,
INDUCIDO POR ACIDO ACETICO EN RATON” Pagina 2



ANTECEDENTES

[ll. ANTECEDENTES

3.1. DOLOR

El dolor es una sensacion dificil de definir por su especificidad y variabilidad.
Cada persona podria definirlo de una manera diferente. De hecho, en situaciones
de igual intensidad traumatica, la reaccién dolorosa varia de un individuo a otro
(Coghill, 2003). Ademés, en una misma persona, la percepcion del dolor puede
variar segun la naturaleza del trauma, la recuperacion y las circunstancias en que
se produce el origen de la sensacion (Sandkuhler, 2000; Klein, 2004). Aunando
criterios, el dolor ha sido definido por la Asociacién Internacional para el estudio
del dolor (IASP) como “una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada a dafio tisular potencial o real, o descrita en términos de dicho danho”
(IASP, 1986).

Sin embargo, el dolor es igualmente una sensacion esencial para la
supervivencia y sin experiencia del dolor no puede haber reflejo protector, ni
miedos, ni prevencion de riesgos. Desde este punto de vista, el desarrollo de un
sistema nervioso plastico, capaz de reaccionar ante estimulos nocivos y detectar,
recordar, adaptarse o huir del peligro, pudo ser consecuencia de esta naturaleza
del dolor como sistema de alarma (Woolf, 2000). Finalmente, el dolor es también
un problema fisico, psicologico y social, que puede afectar el desenvolvimiento y
conducta normal de un individuo. Este componente tan negativo es el que nos

impulsa a luchar contra él, en busca de tratamientos eficaces e inocuos.
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ANTECEDENTES

Para entender la existencia de varios tipos de dolor es necesario precisar
cuatro categorias que estan relacionadas estrechamente: nocicepcion, dolor,

sufrimiento y conductas de dolor.

Nocicepcion

Se refiere a los fendbmenos biolégicos desencadenados por la accién de los
estimulos nocivos sobre el organismo, antes de que esa informacién sea
conciente. Aqui se incluyen aspectos como la actividad de los nociceptores, la
transmision de potenciales de accion, el funcionamiento de las diferentes sinapsis
a lo largo de las vias ascendentes, etc. Debe tenerse presente que no siempre la

nocicepcién da lugar a la percepcién de dolor.

Dolor

Como ya se menciond, es la percepcion que el sujeto experimenta, con todos
sus componentes sensoriales, emocionales y discriminativos. El| dolor
habitualmente es el resultado de una actividad nociceptiva, pero puede haber
casos de dolor sin nocicepcion, es decir, sin la presencia de una lesiéon o de un

estimulo nocivo.

Sufrimiento
Es una reaccion afectiva negativa inducida por varios estados psicolégicos
como dolor, miedo, ansiedad y estrés. No todo sufrimiento es causado por dolor,

pero en medicina frecuentemente describimos el sufrimiento como dolor. Las
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conductas de dolor surgen como consecuencia del dolor y del sufrimiento y son
aguellas cosas que el paciente hace o deja de hacer cuando hay una lesion tisular,
por ejemplo, gritar, llorar, solicitar incapacidad, etc. Estas conductas de dolor junto
con la historia clinica y el examen fisico permiten precisar la existencia de

nocicepcion, dolor y sufrimiento (Moreno, 2004).

3.2 DIMENSIONES DEL DOLOR

El dolor es una percepcion que posee varias dimensiones: duracion,

intensidad, localizacion, cualidad y afecto como lo menciona Moreno en 2004

Duracion

Es el tiempo durante el cual se percibe el dolor. Este puede ser continuo o
intermitente y en la mayoria de los casos, la duracién esta relacionada
directamente con la nocicepcién. Se ha convenido en denominar al dolor, de

acuerdo con su duracién, como agudo y cronico.

> Dolor agudo

Es la sefial de alarma del organismo agredido y una vez ha cumplido
su misién se transforma en algo indtil y destructivo, si no es aliviado
produce una serie de efectos indeseables, como consecuencia de la llegada
del estimulo doloroso a distintos niveles del SNC. Su duracion es corta. El

dolor superficial y profundo es transmitido por nervios somaticos (fibras a,
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YY), mientras que el visceral lo es por fibras a y y que acompafan a las vias

simpaticas, parasimpaticas y nervio frénico (Lopez, 1995).

> Dolor Crénico

Es el dolor que ha tenido una duracion mayor de tres meses, en
forma continua o intermitente. Generalmente es un dolor con caracteristicas
patolégicas, que puede persistir aun después de la curacion de la lesion.
Los pacientes no muestran cambios vegetativos y presentan signos y
sintomas depresivos que empeoran el cuadro clinico.
El interrogatorio y el examen clinico de los pacientes aporta pocos
elementos utiles para el diagnéstico y el tratamiento, y un alto porcentaje de

ellos queda sin curacion, a pesar del tratamiento (L6épez, 1995)

Intensidad

Es la magnitud del dolor percibido. La intensidad no depende solamente de
la nocicepcién. En ella influyen, como se mencioné atras, otros factores de orden
psicolégico, social y cultural. Si bien la intensidad del dolor son las escalas
numeéricas o la andloga visual (VAS). En esta Ultima, la intensidad del dolor es
determinada por el mismo paciente sobre una linea recta cuyos dos extremos
estan marcados 0 y 10. El nimero O indica ausencia del dolor, y 10 se refiere al

dolor mas intenso que el sujeto pueda imaginar.
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Localizacion

Se refiere al lugar del cuerpo donde el dolor es percibido. Debido a la Ley de
la Proyeccion, el dolor originado por estimulos nocivos en estructuras profundas
(musculares o viscerales), en muchos casos, es interpretado el origen en areas
superficiales, sanas, correspondientes a dermatomas relacionados con la viscera
afectada (dolor proyectado) o en dermatomas vecinos (dolor irradiado). Estas dos
clases de dolor se conocen globalmente como dolor referido. Cuando el dolor
referido se origina en estructuras somaticas o viscerales se divide en dos tipos:
dolor referido sin hiperalgesia (dolor segmentario) y dolor referido con hiperalgesia

(dolor parietal).

Cualidad

Es aquella caracteristica que permite describir el tipo de dolor que se
percibe, por ejemplo, si es gquemante, punzante, como un corrientazo, como
calambre, etc. Algunos dolores poseen una cualidad tipica. Tal es el caso de los
corrientazos de las neuralgias o de la sensacién de quemadura en algunos dolores

neuropaticos.

Afecto

Es la caracteristica de agrado o desagrado que acompafa a una percepcion.
En el primer caso se dice que el afecto es positivo, mientras que en el segundo
hablamos de un afecto negativo. El dolor se acompafa generalmente de un afecto

negativo. Se considera que los aspectos afectivos del dolor estan determinados de
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manera especial por la participacion del sistema limbico que a su vez, recibe
informacion de nudcleos talamicos de proyeccion difusa como los nucleos
intralaminares (Moreno, 2004).

Han sido muchos los intentos de clasificar los diferentes tipos de dolor,
proponiéndose clasificaciones basadas en la etiologia, expectativa de vida, segun

la regidn afectada, la intensidad, y el tiempo de duracién entre otras (L6pez, 1995).

3.3 VIAS DEL DOLOR

Existe una clara disociacion entre los componentes sensorial y afectiva del
dolor. La corteza anterior (prefrontal y supraorbital, especialmente) junto con la
circunvolucion y la corteza insular estan relacionadas con la respuesta emocional,
mientras que la corteza somatosensorial se relaciona con la dimensién sensorial,
es decir, con la calidad e intensidad del dolor (Basbaum, 2000; Hofbauer, 2001).
Para llegar a sentir dolor es necesario un proceso sensorial previo que permita la
llegada de las sefiales que lo desencadenan. Este proceso se denomina
nocicepcion, siendo el sistema nociceptivo el conjunto de estructuras del sistema
nervioso encargadas de procesar la informacion nociceptiva. Nocicepcion es, por
tanto, la respuesta del sistema al estimulo nocivo, mientras que el dolor consiste
en la evocacion consciente de la informacién nociceptiva y su interpretacion o
percepcion (Lopez, 1998). Un estimulo capaz de provocar dafio en tejidos sanos
se considera nocivo (IASP, 1986). Sin embargo, pueden darse circunstancias
tanto de dolor sin dafio tisular, como de ausencia de dolor aun existiendo dafio en

los tejidos y la consiguiente activacion del sistema nociceptivo.
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3.4 NOCICEPTORES

El camino que sigue la informacion nociceptiva hasta ser transformada en
percepcion en los centros superiores, parte de los nociceptores. Son
terminaciones nerviosas libres, sin especializacion de membrana, capaces de
detectar estimulos nocivos mecanicos, térmicos 0 quimicos y enviar esta
informacion en forma de potenciales de accién al sistema nervioso central (SNC),
a través de una fibra aferente primaria o central. Los nociceptores se caracterizan
por tener un umbral de respuesta muy alto (sélo se activan con estimulos nocivos),
actividad postdescarga (mantenimiento de las respuestas después de cesar el
estimulo), y por ser de facil sensibilizacion (aumentan su excitabilidad tras una
estimulacion continuada). Se clasifican en varios tipos en funcién del estimulo que

los active y las caracteristicas de la fibra aferente (Basbaum, 2000):

Nociceptor mecéanico. - Fibras Ao y C que responden uUnicamente a
estimulacion mecéanica nociva.

Nociceptor térmico. - Fibras C que se activan con estimulos térmicos de
alta (mas de 45 °C) y baja (menos de 5 °C) intensidad.

Nociceptor quimico. - Fibras C que son sensibles a sustancias quimicas
exdgenas, por ejemplo irritantes en contacto con la piel, o endégenas, como las
sustancias liberadas por las células del tejido dafiado (iones hidrégeno, potasio,
serotonina, histamina, noradrenalina, sustancia P, prostaglandinas o leucotrienos).

La mayoria de los nociceptores actian como quimioceptores, puesto que los
mediadores quimicos son capaces de modificar la actividad de las fibras aferentes

(Raja, 1984, Levine, 1987).
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Nociceptor termomecanico.- Fibras A® que responden a estimulos
mecanicos y térmicos (Lawson, 1996).

Nociceptor polimodal.- Fibras C capaces de responder frente a
estimulacidbn mecanica, térmica y quimica. Constituyen el grupo mas numeroso
(Coutaux, 2005).

Nociceptor silente.- Fibras C, habitualmente inactivas, que soélo responden
a estimulos mecéanicos como la distension y estiramiento o a la liberacion de
diversas sustancias, como sucede en caso de inflamacion (McMahon, 1990). Se
consideran como un sistema de alarma que se activa ante situaciones de riesgo
de dafo tisular grave (Fields, 1984; Go, 1987).

Los nociceptores periféricos tienen sus cuerpos celulares en los ganglios
raquideos y alcanzan la médula espinal a través de las raices dorsales,
terminando en el asta posterior. La primera neurona de las vias del dolor es
bipolar, con un extremo distal en la periferia, el cuerpo en el ganglio raquideo y el
extremo proximal, la aferente primaria, en el asta posterior de la médula espinal.

Estas fibras pueden ser de dos tipos: Ad y C. Las fibras Ad suponen en la
piel un 10 % de las fibras aferentes sensitivas. Transmiten informacién procedente
de nociceptores de tipo mecanico y térmico, relativa a sensaciones localizadas con
precisién. Su estimulacion provoca una sensacion de dolor que es definido como
rapido, agudo o punzante. Por el contrario, cuando la intensidad de estimulacion
es lo suficientemente alta como para activar fibras C, el dolor que se experimenta
se define como lento, sordo, indefinido o duradero. Constituyen el 70 % de las

fibras aferentes sensitivas de la piel.
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En el asta dorsal de la médula espinal las fibras Ad realizan sinapsis con
neuronas situadas esencialmente en las laminas | (capa marginal) y V, mientras
que las fibras C terminan casi exclusivamente en la lamina Il (sustancia

gelatinosa). (Millan, 1999).

3.5 TIPOS DE DOLOR
El dolor se puede clasificar segun distintos criterios. Por ejemplo, utilizando un
criterio de temporalidad, podemos hablar de dolor agudo o crénico. El dolor agudo
aparece como respuesta ante un dafio especifico de corta duracién o baja intensidad y
desaparece cuando cesa el dafio. Se trata de un dolor util y bien localizado. Por el
contrario, el dolor crénico es, en ocasiones, un dolor initil, que tiende a permanecer en
el tiempo méas alla de la causa que lo inici6. En muchas ocasiones es un dolor de
dificil tratamiento, por lo que una de sus principales caracteristicas es el
componente psicolégico de frustracion del paciente, al observar la persistencia
de la sintomatologia. También podemos distinguir entre dolor soméatico o
visceral, segun cual sea el origen del estimulo nocivo (Cerver6 y Laird; 1991,
Woolf; 2004).
e Dolor somatico
Es un dolor que procede de estimulos sométicos superficiales o profundos
que resulta de activacion de nocioceptores y es transmitido por los nervios
somaticos.
e Dolor visceral
Es un dolor sordo, difuso y mal localizado, cuyo punto de partida son las

visceras huecas o parenquimatosas. A nivel visceral, los estimulos que producen
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dolor son: espasmo del musculo liso (visceras huecas), distension, isquemia,

inflamacion, estimulos quimicos y traccidn, compresion o estiramientos de los

huesos (Lopez, 1995).

Actualmente se clasifica el dolor en etapas o fases, teniendo en cuenta sobre todo,

el estado funcional del sistema nociceptivo y las consecuencias clinicas. De esta

manera, se diferenciarian tres tipos de dolor.

Dolor fisiolégico.- Resultante de estimulacion nociva breve o de baja
intensidad. La duracion e intensidad del dolor estan directamente
relacionadas con la duracion e intensidad del estimulo. El sistema
nociceptivo funciona con normalidad, es decir, la frecuencia de disparo de
la neurona aumenta de forma proporcional a la intensidad del estimulo.
Esta codificacion de frecuencia de disparo es caracteristica del sistema
nociceptivo. Se trata de un dolor protector que actia como mecanismo de
defensa.

Dolor inflamatorio. - Consecuencia de estimulos muy intensos o
prolongados, que provocan un dafio en el area estimulada y una reaccion
inflamatoria. La reaccion inflamatoria conlleva la activacion de los
nociceptores silentes y la sensibilizacion del resto de los nociceptores. Este
proceso se denomina sensibilizacion periférica, y supone una disminucion
intensa del umbral de activacion y un aumento de la informacion nociceptiva
que llega a la médula. Como consecuencia, se puede producir una
sensibilizacion central, que se manifiesta en una hiperexcitabilidad de las

neuronas medulares, aumentando el disparo de potenciales de accion y la
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liberacion de neuromediadores quimicos. El resultado es que en el dolor
inflamatorio se pierde la relacion entre la intensidad y duracion del estimulo
y el dolor evocado.

e Dolor neuropatico.- Aparece en casos de dafio del SNC (tumores,
traumatismos en la médula espinal), periférico (amputacion de miembros) o
en procesos cronicos (artritis cronica). En estos casos, el sistema
nociceptivo se altera de forma patoldgica, debido a la formacién de circuitos
aberrantes en forma de bucles que amplifican y cronifican la informacién
nociceptiva. La sensibilizacibn central continda indefinidamente,
ocasionando dolor espontaneo, alodinia e hiperalgesia. Es el dolor de mas
dificil tratamiento, y ademas el mas imprevisible, puesto que la sensacién
dolorosa presenta una carencia total de relacion con el estimulo. También
se conoce como dolor intratable o de dificil tratamiento (Cerverd y Laird;

1991; Woolf; 2004).

3.6 MECANISMO DEL DOLOR NOCIOCEPTIVO
Los receptores del sistema nervioso para el dolor consisten de un sistema
neuronal sensitivo (nocioceptores) y unas vias nerviosas aferentes que responden
a estimulos nocioceptivos tisulares; la nociocepcidén puede estar influida por otros
factores (p. ej. psicolégicos) (Muriel, 1994).
Por lo tanto la sensibilidad dolorosa es recogida por los nocioceptores.
Estos, son terminaciones nerviosas libres de neuronas sensitivas o bipolares cuyo

nacleo se encuentra en los ganglios raquideos y que hacen sinapsis en las astas
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posteriores de la médula espinal. Se han encontrado nociceptores en las capas
superficiales de la piel, en estructuras profundas como el periostio y superficies
articulares, y en visceras como el corazén o la vesicula biliar (Muriel, 1994).
Actualmente se acepta que existen tres tipos de nocioceptores:
mecanorreceptores de alto umbral, nocioceptores térmicos y nocioceptores
polimodales. Los dos primeros, localizados en piel y mucosas, responden a un
solo tipo de estimulo: mecanico intenso o térmico, respectivamente. Ambos
transmiten la informacion a la médula por axones finamente mielinizados, que
forman las fibras A-6. Los nocioceptores polimodales responden a la presion,
temperatura, estimulos quimicos, etc. Estos se encuentran en piel, tegumentos y
paredes viscerales y transmiten los impulsos a través de fibras C amielinicas

(Muriel, 1994).

A nivel periférico, el organo en que se produce el dafo (articulacion,
tendones, etc.), desde donde se transmite el estimulo por los nervios espinales,
que luego de pasar por los ganglios espinales llegan al asta posterior de la médula

espinal; el nivel medular y el nivel supra segmentario o encefélico (Figura 1).

A nivel periférico, la activacion del nociceptor se produce debido a cambios
bioquimicos provocados por la lesién tisular; la produccion local de mediadores
genera mayor excitabilidad de las vias aferentes periféricas, ademas de
vasodilatacién y edema, que favorecen un circulo vicioso, ya que generan mayor

excitacion de los nociceptores periféricos.
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NIVEL ENCEFALICO
PERCEPCION DEL DOLOR
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,) : MUSCULO
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Figura 1. Via del dolor: niveles de modulacion

3.7FARMACOS UTILIZADOS PARA EL TRATAMIENTO DEL DOLOR

Desde la antigiedad se han estudiado medicamentos que supriman o al
menos disminuyan la sensacion dolorosa, entre estos se encuentra la morfina (5),
la cual fue aislada del opio en 1830 por Freidrich Serturner (Norgardy, 2005). Un
siglo después en 1897, la compafiia Bayer anunciaria lo que se puede considerar
una de las sintesis mas primitivas para obtener un farmaco: la sintesis del acido

acetilsalicilico (Nicolau, 2008), a partir del acido salicilico (6) obtenido de los
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sauces. Posteriormente modificaciones moleculares y estudio de analogos asi
como modelos in vitro de la enzima cicloxigenasa (COX-1 y COX-2) generaron
patentes de compuestos como el acetaminofen (7), ibuprofen (8) y naproxen (9)
(Rishton, 2008), y en este siglo estructuras novedosas como el celebrex (10) y
vioxx (11) (Sanghi, 2006). En la Tabla 1 se presenta algunos de los farmacos de

eleccion, los cuales se clasifican de acuerdo a su mecanismo de accion y composicion.

(Goodman, 2008; Meldrum,2005; Russell y Portenoy, 2000).
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3.8 IMPORTANCIA DE LA MEDICINA TRADICIONAL EN MEXICO.

Desde la aparicion del hombre sobre el planeta, las plantas han jugado un
papel muy valioso en lo individual y en lo social. EI conocimiento de la flora ha
permitido mejorar las condiciones de vida del hombre (Fernandez, 2001). En la
naturaleza existen gran cantidad de plantas que se utilizan desde tiempos remotos
como remedios naturales a diferentes enfermedades. Estas plantas biosintetizan
una serie de sustancias que son farmacos en potencia y que son las responsables
del efecto terapéutico (Garcia, 2003). La mayoria de los nuevos medicamentos
han sido generados a partir de productos naturales (metabolitos secundarios) y de

compuestos derivados de productos naturales (Fleurentin,1990).

Desde el punto de vista de la importancia taxonémica: México ocupa el
segundo lugar a nivel mundial en el nimero de plantas medicinales registradas
con 4500 plantas, después de China que tiene registradas 5000. En tercer lugar
esta Colombia con 2600 plantas. Estos son los primeros lugares mundiales en
herbolaria. De esas sélo se han estudiado en toda la historia unas 500 especies.
En la herbolaria mundial, se ha usado menos del 1 % para el desarrollo de todos
los medicamentos. En México, s6lo se han estudiado unas quinientas plantas
medicinales, tenemos pendientes al menos 4,000 (cuatro mil) especies en estudio
(Mufieton, 2009).

En el estado de Hidalgo, en particular, se siguen empleando especies
medicinales para tratar el dolor como se puede apreciar en la Tabla 2 (Pérez,

1995).

“EVALUACION DEL EFECTO ANALGESICO DE Geranium bellum EN EL MODELO DE DOLOR,
INDUCIDO POR ACIDO ACETICO EN RATON” Pagina 19



ANTECEDENTES

Tabla 2. Plantas medicinales utilizadas para el tratamiento del dolor en
el estado de Hidalgo.

Afecciones Nombre cientifico Nombre comun
tratadas
I ——
v' Gomphrena decumbens Jacq. v Cabezona.
v" Schinus molle L. v Pird.
v Artemisia absinthium L. v Ajenjo.

v" Artemisia klotzschiana Besser. v' Cola de zorra.
v’ Artemisia ludoviciana ssp. Mexicana | v' Estafiate.

(Willd.) Keck.

Dolor de

estbmago

v" Brickellia veronicifolia (HBK.) Gray v’ Peishto.

v" Brickellia squarrosa (Cav.) Robins. v Prodigiosa.
v' Chrysactinia mexicana Gray v Hierba fria.
v Conyza filaginoides (DC.) Hieron. v Simonillo.
v Conyza shiedeana (Less.) Crong. v Simonillo.
v' Cynara scolymus L. v" Alcachofa.

v' Eupatorium pycnocephalum Less.
v' Matricaria chamomilla L.

v' Montanoa tomentosa. Cerv.

v Parthenium bipinnatifidum (Ort.)
v' Parthenium hysterophorus L.

v Tagetes erecta L.

v’ Hierbadel pasmao.
v Manzanilla.

v’ Zopacle.

v Rollins confitillo.
v’ Chilchayate.

v Flor de muerto.

v Tagetes filifolia Lag. v Anis.

v/ Tagetes micrantha Cav. v Anis.

v’ Zaluzania triloba (Ort.) Pers. v Hediondilla.
v Dymaria laxiflora Benth. v Pulida.

v Chenopodium ambrosioides L. v Epazote.

v Helianthemum glomeratum Lag.
v' Krameria cystoides Cawv.

v' Hedeoma drummondii Benth.

v' Hedeoma pipertum Benth.

v Santa martha.
v Pegarropa.
v/ Santo domingo.

v/ Santo domingo.
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v' Mentha piperita L. v Hierbabuena.

v Origanum mejorana L. v Mejorana.

v' Rosmarinus officinalis L. v Romero.

v' Thymus vulgaris L. v Tomillo.

v Persea americana Miller. v Aguacate.

v' Persea americana var. Brymifolia (Schl | v' Aguacate oloroso.

and Cham.) Blake.

v Buddleia lanceolata Benth. v Tepozancillo.

v Modiola caroliniana (L.) G. Don v’ Babosilla.

v’ Spaeralcea angustifolia (Cav.) G. v Don hierba del

negro.

v' Pimenta dioica (L.) Merr. v Pimienta.

v Ruta chalepensis L. ruda. v Ruda.

v Coriandrum sativum L. v’ Cilantro.

v Foeniculum vulgare Mill. v Hinojo.

v" Aloysia triphylla (L"Herit.) Britt. v Cedron.

v Schinus molle L. v PirQ.

v Baccharis conferta HBK. v Escoba.
Solor de v Echeveria secunda Booth. v Flor de pafa.

v’ Sedum praealtum ssp. Parvifolium | v Siempreviva.
dientes

clausen.

v Echeveria secunda Booth. v Flor de pafa.

v' Rosmarinus officinalis L. v Romero.

v" Achillea millefolium L. v Ajenjo.
Dolor de | v Erodium cicutarium (L.) L Herit. v Alfilerillo.

oidos | v Platanus mexicana Moric. v’ Alamo.

v Verbena elegans HBK. v Moradita.
Dolor de | v Brickellia squarrosa (Cav.) Robins. v’ Prodigiosa.
vesicula | v' Conyza filaginoides (DC.) Hieron. v Simonillo.

biliar
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v' Geranium bellum Rose. v Pata de ledn.
Dolor de _ ) ) ]
. v' Geranium potentillaefolium DC. v Pata de ledn.
rifidn
v' Geranium seemannii Peyr. v Pata de leon.
Dolor de | v Calendula officinalis L. v Mercadela.
garganta | v' Gentiana bicuspidata (G. Don) v Flor de hielo.
Dolor de | v' Cirsium ehrenbergii Sch. Bip. v’ Cardo rojo.
corazén | v Cirsium rhaphilepis (Hemsl.) Petrak. v’ Cardo morado.
v lostephane heterophylla (Cav.) Benth. | v' Raiz de manso.
v’ Dalea foliolosa (Ait) Barneby var.|v Hierbade la
Foliolasa. vibora.
Dolor de o i ]
] v’ Dalea minutifolia (Rydb.) Haras. v Hierba de la
pulmon )
vibora.
v Monotropa uniflora L. v Pipa de indio
v’ Crataegus pubescens (HBK) Standl. v Tejocote.
v Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip. v Santa maria.
v Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. v Chupona.
v' Disphysa sennoides Benth. v Quebracha.
Dolor de ) .
v Buddleia lanceolata Benth. v Tepozancillo.
cabeza o _
v Mirabilis jalapa L. v Maravilla.
v' Mirabilis longiflora L. v Maravilla de
acerro.
v Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip. v Santa maria.
v Brugmansia x candida Pers. v Floripondio.
Dolor v’ Datura ceratocaula Ort. v Toloache de agua.
muscular | v Datura sp. v Toloache.
v’ Datura stramonium L. v Toloache.
v" Nicotina tabacum L. v’ Tabaco.
v Chenopodium ambrosioides L. v Epazote.
Dolor de ) _ )
o v’ Dalea foliolosa (Ait) Barneby var. | v Hierba de la
echo
P Foliolasa. vibora.
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v  Didymaea alsinoides (Schl. And | v Tefir.
Cham.) Standl.
Dolor de | v Ipomoes stans Cav. v’ Tlaxcapan.
cerebro | v' Ipomoea stans Cav. v’ Tlaxcapén.
v Quercus crassifolia H. and B. v Encino.
v Quercus greggii Trel. v Encino.
v' Potentilla candicans H. and B. v’ Suelda con suelda.
v’ Potentilla ehrenbergiana Schl. v Suelda con suelda.
Dolor de v Enci
. v' Quercus H. and B. 23 ncino.
cintura :
v Quercus rugosa Née. ¥ Encino.
v' Potentilla ramunculoides H. and B. ¥ Suelda con suelda.
: . v
v" Potentilla rubra Willd. Suelda con suelda.
. . v :
v’ Potentilla staminea Rydb. Suelda con suelda
v" Arceuthobium globosum Hawksw. And | v' Injerto de ocote
Dolor de ) .
Wiens. Amarillo.
huesos . . ) )
v Arceuthobium vaginatum (Willd.) Presl. | v Injerto de ocote.
v/ Capscum annum L. var. Minimum [ v Chiltepin.
(Miller) Heiser.
Dolor
_ v' Datura ceratocaula Ort. v’ Toloache de agua.
articular
v’ Datura sp. v Toloache.
v’ Datura stramonium L. v Toloache.
v" Salix chilensis Mol. sauce. v’ Saice.
Dolor v’ Salix taxifolia Kunth. taray. v’ Taray.
v" Nicotina glauca Graham. fraile. v Fraile.

|
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3.9 DESCRIPCION DE LOS GERANIOS

Taxonomicamente el geranio se clasifica dentro de la familia Geraniaceae,
la cual incluye entre cinco y once géneros a los que pertenecen unas 750
especies. Los géneros mas conocidos son Geranium (Figura 3) al nivel de plantas
silvestres y Pelargonium (Figura 4) en cuanto a plantas de jardines (Gémez,
2005).

La palabra “Geranium” proviene de “geranos” que significa grulla y
“Pelargonium” deriva de “pelargos” que significa cigiefa (Gémez, 2005).

Los nombres de estos géneros normalmente se confunden debido a que el
término ‘geranio’ es el nombre comun de ciertas especies de Pelargonium
(Goémez, 2005).

Dentro de la clasificacibon de Geranium se encuentran 423 especies

aceptadas, repartidas en tres subgéneros: Erodioidea, Geranium y Robertium

(Aedo, 1998).

g p . > “‘ Vl " 4 4 . 3
Figura 3 Geranium Rozanne Figura 4 Pelargonium grandiflorum
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3.10 ACTIVIDADES Y COMPUESTOS DE GERANIUM

Uno de los componentes principales en las plantas de Geranium es la
geraniina (1) (Okuda, 1989), aunque se han descrito la presencia de flavonoides
derivados de kaemferol (12), quercetina (2) y miricetina (13) entre otras, con la
caracteristica de que pueden estar glicosidados en la posicion 3, 5y 7 ademas de
contar con unidades de acido galico (14). Por otra parte taninos hidrolizables se
han descrito en practicamente todas las especies de las partes aéreas (geraniina
(1), coliragina (15) y furosina (16), principalmente), de sus raices se han aislado
taninos condensados como por ejemplo las geraninas A-D aisladas de Geranium

niveum (Calzada F., 1998).
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Figura 5 Compuestos obtenidos de Geranium

Las actividades biologica de las especies de Geranium en la medicina
tradicional refieren el uso mas frecuentemente para disminuir diarreas, tal es el
caso de Geranium canescens, G. robertianum y G. incanum mostraron importante
actividad antidiarréica en ratones en el modelo de diarrea por aceite de ricino

(Amabeoku, 2009)

En un estudio con Geranium pratense se probd la actividad antibacterial sobre los
géneros Azotobacter, Bacillus y Pseudomonas, presentando su actividad frente a
patdégenos oportunistas (Staphylococcus aereus, Pseudomona aeruginosa y Escherichia

coli) (Nikitina, 2007).
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Por otra parte Geranium carolinianum demostrd actividad antimicrobiana
contra las bacterias Ralstonia solanacerum, Streptomyces scabies y Streptomyces
acidiscabie, utilizando concentraciones de 200, 300 y 300 mg respectivamente
(Atsushi, 2009). También se observo actividad antiviral contra el virus de la
hepatitis B en dosis-dependiente con Clso de 46.85 mg/ml y 65.60 mg/ml, usando
el extracto acetonico acuoso de sus partes aéreas redujo el nivel de ADN del virus

de hepatitis B en un 35.9 % (Jiyang, 2008).

El extracto metandlico de las raices de Geranium mexicanum fue evaluado
en su capacidad antiprotozoaria contra Trichomonas vaginalis, cuya DLso fue de

5.8 ug/mL (Calzada, 2007).

Los extractos de Geranium sibirum demostraron que pueden ser Utiles en el
tratamiento de cancer de colon sobre la linea Ls 174t, observandose una

disminucién significativa con respecto a los controles (Huang, 2009).

El extracto etandlico de las partes aéreas de Geranium sibiricum Linne
regulé la actividad antiinflamatoria en células de mastocitos tipo 1 (HMC-1),
concentracion responsables de la produccién de histamina y se propuso su uso
como agente antiinflamatorio en enfermedades alergénicas (Jae-Uoong, 2009). En
un estudio previo se logro el aislamiento de una glicoproteina (18 KDa) de la cual
presentd actividad antioxidante y hepatoprotectora (Jae-Uoong, 2008). Geranium
robertianum cuenta con varios reportes de su actividad biolégica, alin se continla
estudiando la especie y recientemente su capacidad de captura de radicales libres

(antioxidante) fue relacionado a la actividad antiinflamatoria (Amaral, 2009).
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El Geranium pratense demostré actividad antiinflamatoria en el modelo de
inflamacion inducido por carragenina, usando 100 mg/Kg de su extracto acuoso, y
se obtuvieron efectos similares con respecto a una dosis de 10 mg/Kg de

indometacina (Esra, 2009).

3.11 Geranium bellum Rose

Figura 6. Geranium bellum Rose

Geranium bellum Rose (Figura 5) es una planta perenne, con raices largas;
se encuentran en los bosques que rodean las montafias del estado de Hidalgo,
donde es conocido popularmente con el nombre de "Pata de le6n" y ha sido
utilizado como un remedio tradicional para el tratamiento de fiebres, dolor y

trastornos gastrointestinales (Pérez, 1995).

Recientemente se realizd el aislamiento y caracterizacion de ocho
compuestos aislados de los extractos de acetato de etilo y metandlico de las

partes aéreas de Geranium bellum, en donde el compuesto 3-O-a-L-(2”-O-acetil)
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arabinofurandsido de quercetina (4) y dehidrochebulato de trimetilo (17), fueron

descritos por primera vez en el género (Camacho, 2008).

o)
o)
"' COOCH;
HO
=~ “COOCH3
HO OH COOCH;

4 17

Figura 7. Compuestos aislados del Geranium bellum

Por otra parte de esta especie se aislaron cuatro derivados (18-21) del acido
revifolin carboxilico los cuales desactivaron selectivamente la enzima triosafosfato
isomerasa del Trypanosoma cruzi. Estas moléculas podrian servir como
estructuras prototipo en el disefio de un nuevo farmaco en el tratamiento de la

enfermedad de Chagas (Gayosso, 2009).

18 R'=H,R?=H

19 R1=CHs, R2=H

20 R = CH2-CHs, R2= H
21 R*=n-Bu,R2=H

Figura 8. Compuestos aislados del acido revifolin carboxilico
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Las partes aéreas del Geranium bellum y G. potentillaefolium se sometieron
a decoccion, se cuantificaron los metabolitos extraidos los cuales fueron geraniina
(1) y acido elagico (22), se concluy6 que un té elaborado con 1 g de planta en 250
mL de agua, extraerd 40 mg de acido elagico DEsp el cual ha demostrado efecto
antitumoral en la linea de meduloblastoma (TE-671), carcinoma de pulmon (A-

54a) y adenocarcinoma ileocecal (HCT-8) (Gayosso, 2009; Kashiwada, 1992).

HO

OH m::
HO COOH
HOOC l HO
OH

OH
22
Los estudios anteriormente descritos muestran que los metabolitos

secundarios mayoritarios de la especie G. bellum son flavonoides y taninos.

3.12 FLAVONOIDES Y TANINOS

Los flavonoides estan presentes en casi cualquier vegetal superior y se les
puede hallar en mayor proporcion en las parte aéreas de la planta (Marcano,
1991).

La mayoria de los flavonoides naturales presentan algunos de estos 12
nacleos Figura 9: flavona, flavonol, flavanona, flavanonol, isoflavona, catequina,
antocianidina, leucoantocianidina, aurona, chalcona, dehidrochalconas vy

neoflavonas (Moreira, 2000).
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OH O
Flavonoides Isoflavonoides
Flavonoles (R =0H)
Flavonas (R=H)

Figura 9. Estructura de los Flavonoides

Estos metabolitos poseen propiedades antioxidantes, inhiben la COX-2 e
inhiben la actividad de tirosinas quinasas y serie treonin quinasas, inhiben la
fosfatidil inositol-3-quinasas (FIsQ) y la fosfatidil inositol 5 quinasa (FIsQ). Todos
estos mecanismos estan relacionados con procesos inflamatorios y a su vez
directo o indirectamente con mecanismos de dolor (Moreira, 2000).

Los taninos son compuestos polifendlicos y se dividen en hidrosolubles
(acido galico (14), acido elagico (23)) y condensados (trimero epicatecol-
epicatecol-catecol (24)) Figura 7. Estan presentes en frutas (uvas, membirillos,
granadas, etc), en el vino, café, té y chocolate entre otros. Se detectan faciimente

por su aspereza, sequedad y amargor (Fleurentin, 1990).

COOH

HO OH

14
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Figura 10. Estructura general de los taninos

También poseen propiedades astringentes (Vademécum, 1998) vy
antiinflamatorias (Miguel, 1996), desinflaman la mucosa intestinal por lo que es un
tratamiento eficaz contra la diarrea y anticoagulante, resultando util contra las
hemorroides.

Los taninos tienen una accion antiséptica frente a bacterias, hongos y virus,
las plantas que contienen taninos atacan a los microorganismos aglutinando las
proteinas de su superficie y por eso estas plantas se marchitan menos (Crozier,
2009).

En un estudio farmacolégico de Phyllanthus sellowianus se encontré que el
extracto etandlico de las hojas y tallos presentd actividad antinociceptiva en el
modelo de Writhing revelando que los compuestos geraniina (8) y furosina (14),
tuvieron de seis a siete veces una menor dosis inhibitoria media con respecto a la
aspirina y el acetaminofen (3) en dosis de 10, 30 y 100 mg/kg respectivamente

(Miguel,1995).
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IV. JUSTIFICACION

El dolor afecta las actividades fisicas del ser humano es por eso que los
medicamentos para atenuarlo son de gran demanda en latinoamerica, Ssin
embargo, estos producen reacciones adversas como irritacion gastrica,
hipotensién, taquicardia, hepatoxicidad, nefrotoxicidad, sindrome de Reye,
discrasias sanguineas, agranulocitosis, disminucién de la hemoglobina, entre otras
(Charles, 2008). Es por ello que se necesitan nuevas alternativas para atenuar o
controlar el dolor, que idealmente estén libres de reacciones adversas; el uso de
plantas medicinales actualmente es considerado un buen complemento en
diferentes terapias; la clinica y la experimentacion farmacologica han demostrado
gue los metabolitos secundarios aislados de plantas medicinales ejercen su accién
analgésica como varios farmacos, actualmente no existen estudios farmacol6gicos
del Geranium bellum y este ensayo nos permitira la identificacion y validacion de
sus propiedades, ya que es usado en la medicina tradicional hidalguense para el

dolor de rifiones (Pérez, 1995).

|
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V. HIPOTESIS

Las partes aéreas de Geranium bellum son utilizadas en la medicina
tradicional para el tratamiento del dolor de rifidn por lo que pueden contener

compuestos que presenten actividad analgésica.

S —
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VI. OBJETIVOS.

6.1 GENERAL.
Evaluar el efecto analgésico de Geranium bellum en el modelo de dolor

inducido por acido acético en raton.

6.2 ESPECIFICOS.

Obtencién del extracto de acetona:agua de las partes aéreas de Geranium

bellum Rose.

e Cuantificar el efecto analgésico del extracto acetona:agua de las partes
aéreas de G. bellum en el modelo de dolor inducido por &cido acético.

e Obtener fracciones gruesas del extracto de acetona:agua de las partes
aéreas de G. bellum y cuantificar el efecto antinociceptivo.

e Cuantificar el efecto analgésico de los compuestos puros mas abundantes

en el modelo de dolor antes mencionados.

|
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VI. METODOLOGIA.

7.1 OBTENCION E IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL.

Los especimenes de Geranium bellum Rose fueron colectados en El
Guajolote, Epazoyucan (Hidalgo) en julio del 2009. Un ejemplar de referencia se
depositdo en el Herbario del Centro de Investigaciones Biologicas de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo con numero de voucher (JA

Gayosso Lucio, 01) y fue identificado por el M en C. Manuel Gonzélez Ledesma.

7.2 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO.

500 gr de la partes aéreas de Geranium bellum fueron secados a la sombra
y molidos, posteriormente se realizé la extraccién por maceracion, se adicionaron
5 L de acetona:agua 7:3, durante 7 dias, se filtraron y se concentraron a presion

reducida, hasta la obtencién del extracto crudo.

7.3 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO CRUDO.

2.5 g del extracto se sometieron a cromatografia de exclusion molecular
usando como soporte sephadex LH-20. Se obtuvieron 11 fracciones de 300 ml,

iniciando con H20, H20:MeOH y terminando con MeOH, en polaridad decreciente.

La purificacion posterior fue realizada utilizando técnicas cromatograficas
convencionales en columna y TLC (cromatografia en capa fina) y como soporte

sephadex, silica gel, entre otros.
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La identificacion de los compuestos aislados se hizo en base a su
composicién de sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas ademas de sus

datos de RMN Hy 13C, IR, UV.

Los espectros de RMN de 'H (400 MHz) y *3C (100 MHz), fueron obtenidos
en un espectrometro Jeol Eclipse 400, usando como disolventes CD3OD, DMSO-
ds y/0 acetona-ds. La separacion cromatogréafica se llevé a cabo en dos soportes:
gel silice y Sephadex LH-20, para el caso del gel de silice fue de la marca Merck
(230-400 mesh ASTM) tamafio de particula 0.063-0.2 mm en columnas de vidrio
de 2.0 y 1.0 cm de didmetro interno, para el caso del Sephadex LH-20 se usé una
columna cromatografica de 2.5 cm de diametro conteniendo 25 g de soporte. Las
cromatografias en capa fina se realizaron en cromatofolios de aluminio recubiertos

con gel de silice 60 F?>#, espesor de 0.2 mm.

Soluciones reveladoras para CCF: FeCls al 1% en MeOH (I), acido difenil-borinico-
B-etilaminoéster al 1% en MeOH (ll). Soluciones: | y Il para identificar taninos y

flavonoides.
7.4EVALUACION ANALGESICA.
La evaluacién se realiz6 a extractos, fracciones y compuestos puros.

La actividad antinociceptiva fue evaluada con la prueba de Writhing
inducida con acido acético por constriccion abdominal como se observa en la
Figura 11 (que consiste en una contraccion de la musculatura abdominal, junto
con un alargamiento del cuerpo y un estiramiento de las extremidades

posteriores), en un modelo de dolor visceral quimico por via intraperitoneal (i.p.)
S —
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de inyeccion de acido acético (Cassia, 2010). Para ello se utilizaron ratones
hembra de la cepa CD-1 de 30-35 g de peso, los cuales fueron obtenidos del
bioterio de la UAEH mantenidos, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, a una

temperatura de 21+1 °C, con libre acceso al agua y al alimento.

Figura 11. Constriccién abdominal inducido por acido acético

La prueba fue realizada utilizando animales experimentales conducida de
acuerdo a las “Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio” por La Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion”; publicada en el Diario Oficial del
Gobierno Mexicano el 28 de junio de 2001, la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-199; cada ratébn se utilizé solo una vez y se sacrific6 en una camara
saturada con CO: al final del experimento (SAGARPA, 2001).

Se tuvo un periodo de adaptacion de 7 dias, pasado este tiempo los
animales fueron pesados, marcados y distribuidos de manera aleatoria en 5
grupos de 7 ratones cada uno; previo al estudio se mantuvieron 18 h en ayuno.

Los extractos fueron administrados a dosis de 75,150, 300 mg/kg; las fracciones
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25, 50 y 75 mg/kg; los compuestos puros 5, 12.5 y 25 mg/kg por via intragastrica.
Se utilizaron como controles positivos acido acetilsalicilico (ASA) a una dosis de
200 mg/kg e indometacina (IND) a dosis de 50 mg/kg en solucion de bicarbonato
al 5%, al control negativo se le administr6 Tween 80 al 1.0 % en agua por la
misma via. Transcurridos 30 min, todos los grupos fueron administrados por via
intraperitoneal (i.p.) con una solucién de acido acético al 1.0 %, a una dosis de 0.1
mL por cada 10 g de peso corporal, se tuvo un tiempo de latencia de 5 min y se
cuantificaron el numero de contracciones o estiramientos inducidos por el acido

acético en periodos de 5 min durante 30 min.

7.5ANALISIS ESTADISTICO.

El andlisis estadistico, se realiz6 con ANOVA vy la prueba de Dunnett,
cuando se presentd diferencia significativa se determind con una probabilidad
menor al 0.05 (p<0.05), y todo el andlisis se realiz6 con los programas Microsoft

Excel 2003 y Sigma Stat Statistical Software, version 2.03.

VIIl. RESULTADOS

8.1 AISLAMIENTO DE LOS DE COMPUESTOS DE Geranium bellum
500 gr de las partes aéreas de Geranium bellum fueron secados a la sombray
molidos posteriormente se realizd la extraccion por maceracion, se adicionaron 5

L de acetona:agua 7:3, durante 7 dias, se filtraron y se concentraron a presion
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reducida, hasta la obtencién del extracto crudo (72 g) con un rendimiento de
14.4 %.

Posteriormente 2.5 g del extracto se sometieron a cromatografia de exclusion
molecular usando como soporte sephadex LH-20. Se obtuvieron 11 fracciones de
300 mL como se muestra en el Esquema 1, iniciando con H20 “A”, H20:MeOH “B”
(9:1), H20:MeOH “C” (8:2), H20:MeOH “D” (7:3), H20:MeOH “E” (6:4), H20:MeOH
“F” (5:5) H20:MeOH “G” (4:6), H20:MeOH “H” (3:7), H20:MeOH *“I” (2:8),
H20:MeOH “J” (1:9)..

Las fracciones D y E contenian flavonoides principalmente esta
aseveracion basada en la coloracion verde oscuro obtenida al adicionar FeCls
1.0 % en MeOH.

Las fracciones F y G contenian taninos debido a la coloracion azul intenso
observada al revelar la cromatografia de capa fina con acido difenil-borinico-B-

etilaminoéster al 1.0 % en MeOH como se observa en la Figura 12.

Figura 12. Cromatografia de placa fina.
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Las fracciones D y E fueron separadas por cromatografia en columna de 10
mm de didmetro y gel de silice, usando mezclas de CHCI3-MeOH-H20, en
polaridad creciente, sé colectaron fracciones de 10 mL, la cromatografia fue
monitoreada mediante cromatografia en placa fina, permitiendo la separacion de
los compuestos quercetina (2), avicularina (3) y 3-a-L-(2”-acetil)-arabinofuransido
de quercetina (4).

500 mg de la fracciéon F y G fueron separados usando cromatografias
sucesivas con 2g de gel de silice C-18, usando mezclas de H20-MeOH,

colectando fracciones de 5 mL, aislando el compuesto puro geraniina (1).
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2.5 g Sephadex LH-20
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{ Geranium bellum

P Fraccion .
Fraccion ; Ac.Grasos(H, Iy J)
Azucares (AByC) fl ide Dy E Taninos (FyG)
(0.1833 o) av?,;‘,?'ggi[mv ’ {1.7585g) (0.0832 g)
J | B
7.96% 70.34% 9.12%
iyt
Cromatografia en columna silica gel Cromatografia en
Acido difenil-horinico-p-etilaminoéster eolumna silica gel C-18
H;0-MeOH
} o } Garaniina
Quercetina Avicularina 3-o-L-{ 2"-acetil)- (1)
(2) (3) arabinefuranosido (330myg)
(10muyg) {13mg) de guercetina
(4)
{(14muy)

Esquema 1. Aislamiento de compuestos activos del extracto de Geranium

bellum
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8.2 ACCION ANTINOCICEPTIVA

Los resultados del analisis antinociceptivo del extracto de Geranium bellum se

muestran en la Tabla 3y en las Gréficas 1- 4.

Tabla 3. Evaluacion antinociceptiva del extracto de Geranium bellum
mediante la prueba de dolor inducido por acido acético

ComDpousei:tos/ TIEMPO Media de contracciones
(mg / Kg) (min) + SEM

0 0 + 0

Blanco 5 1 * 0.1
(BCO) 10 18 + 1.2

15 15 + 1.1

20 16 + 1.1

25 11 + 0.9

) 0 0 + 0
Acido acetilsalicilico 5 5 + 0.3
(ASA) 10 9 + 052
15 8 + 0.62
20 7 + 0.72
25 4 + 0.32

0 0 + 0

Indometacina 5 0 x 0
10 9 + 222
(IND) 15 10 + 1.82

20 7 + 24
25 4 + 0.72
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Tabla 3. Evaluacion antinociceptiva del extracto de Geranium bellum
mediante la prueba de acido acético

Compuestos/
Dosis

(mg / Kg)

TIEMPO Media de contracciones
(min) + SEM

Extracto de Geranium 0 0 + 0
bellum 5 A + 1.2
(E GB 75) 10 15 + 0.9a
15 14 + 0.6
20 7 + 0.32
25 5 + 0.92
0 0 + 0
Extracto de Geranium 5 3 + 0.8
bellum 10 10 + 1.82
15 13 + 1.92
(E GB 150) 20 12 + 0.92
25 4 + 0.62
0 0 + 0
Extracto de Geranium 5 4 + 08
bellum 10 10 + 0.82
(E GB 300) 15 9 * 0.5%
20 5 + 0.42
25 3 + 0.52
0 0 + 0
5 0 + 0
Fraccién tanino 10 9 r 0.9®
15 8 + 0.22
(FT 5) 20 8 + 0.82
25 2 + 0.32
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Tabla 3. Evaluacion antinociceptiva del extracto de Geranium bellum
mediante la prueba de acido acético.

Compuestos/
Dosis

(mg / Kg)

TIEMPO Media de contracciones
(min) + SEM

0 0 + 0
Fraccion tanino 5 3 + 0.3
(FT 12.5) 10 ! * 0.67
15 5 + 0.3ac
20 2 + 0.5abc
25 2 + 0.52
0 0 + 0
Fraccion tanino 5 2 + 0.5
(FT 25) 10 12 + 1.62
15 5 + 0.92
20 4 + 1.1abc
25 4 + 0.62
0 0 + 0
. . 5 4 + 0.9
Fraccion flavonoide 10 14 + 14a
(FF 5) 15 11 + 1.72
20 7 + 0.42
25 9 + 1.22
0 0 + 0
5 5 + 2.8
Fraccion flavonoide 10 13 + 1.42
(FF 12.5) 15 13 L L
20 10 + 1.12
25 8 + 0.92
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Tabla 3. Evaluacion antinociceptiva del extracto de Geranium bellum
mediante la prueba de acido acético.

Compuestos/
Dosis

(mg / Kg)

TIEMPO Media de contracciones
(min) + SEM

0 0 + 0
Fraccion flavonoide 5 0 + 0
b,
(FE 25) 10 6 + 1.5abc
15 6 + l.1ac
20 6 + l.1@
25 2 + 0.42
0 0 + 0
Geraniina 5 3 + 0.7
(Ga 2.5) 10 20 + 0.3
15 18 + 0.6
20 8 + 0.4
25 7 + 0.8
y 0 0 + 0
Geraniina 5 3 + 0.3
(Ga5) 10 14 + 0.8
15 13 + 0.7
20 9 + 0.82
25 8 + 0.7
0 0 + 0
Geraniina 5 1 + 0.2
(Ga 10) 10 19 + 1.3
15 14 + 1.3
20 8 + 092
25 4 + 0.9
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Tabla 3. Evaluacion antinociceptiva del extracto de Geranium bellum
mediante la prueba de acido acético.

Compuestos/
Dosis

(mg / Kg)

TIEMPO Media de contracciones
(min) + SEM

0 0 + 0
Quercetina 5 1 + 052
10 13 + 3.4
2.5 -
Q25) 15 18 + 1.9
20 15 + 15
25 12 + 1.1
0 0 + 0
Quercetina 5 3 + 1.9a
10 11 + 2.02
5 —
Q@3) 15 10 + 1.52
20 4 + 092
25 2 + 0.62
0 0 + 0
Quercetina 5 2 + 1.4
10 17 + 1.6
10 -
(Q10) 15 13 + 0.7
20 12 + 1.32
25 7 + 0.8

I ———
adiferencia significativa p< 0.05 con respecto al BCO

b diferencia significativa p< 0.05 con respecto al ASA
¢ diferencia significativa p< 0.05 con respecto al IND
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Grafica 1 a) la actividad antinociceptiva del extracto de Geranium bellum.
Los datos son el promedio de siete ratones + el error estandar. B) Es el
curso temporal de la actividad antinociceptiva del extracto de Geranium
bellum. Los datos marcados con ¢ es la diferencia significativa p < 0.05 con
respecto al blanco.

En la Gréafica 1 a) se observa que el extracto de Geranium bellum a dosis de
75, 150 y 300 mg/kg presentaron un porcentaje de inhibicién de 26 %, 32 % vy

51 % respectivamente; los controles de ASA e IND presentaron 47 % y 51 % de
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inhibicion, esto indicd que la dosis de 300 mg/kg el extracto tiene un efecto muy

similar a los controles.

a) 90 -
80 |
z 70 | I
S 60 -
@ 50
I
Z 40 I
a 30 - ' I I I
X 20 - I
10 ] H
0+ ‘ ‘
BCO ASA IND FTS FT12.5 FT25
DOSIS mg/Kg
b)
0
o
o ——BCO
)
= —m—ASA
=
o) —4—INDO
)
a T-S mg/kg
o
E & oo 12.5mg/ke
2 0 5 10 15 20 25 25mg/ke
TIEMPO (min)

Grafica 2 la actividad antinociceptiva de la fraccién tanino. a) Los datos son
el porcentaje de inhibicion de siete ratones + el error estandar. b) Es el curso
temporal de la actividad antinociceptiva de la fraccién tanino. Los datos
marcados con ¢ es la diferencia significativa p < 0.05 con respecto al blanco,
los datos marcados con « es la diferencia significativa p < 0.05 con respecto
a el ASAy el = es la diferencia significativa p < 0.05 con respecto a la IND.

En el Grafica 2 a) se observa que las fracciones tanino a dosis de 5, 12.5y 25
mg/kg, tuvieron 58 %, 70 % y 59 % de inhibicion y b) una diferencia significativa

de p<0.05 con respecto al BCO; en dosis de 5 y 25 mg/kg se obtuvo una

respuesta antinociceptiva similar a los controles de ASA e IND (47 % de inhibicion
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y 51 % de inhibicién, respectivamente); mientras que en dosis de 12.5 mg/kg se

obtuvo una respuesta antinociceptiva mayor con respecto a los controles.

90
80 -
g0 |
960- =
Q50

= 1

=T

w3Q - I

%20 I
0 l
O - T T T T

o
BCO ASA IND FF5 FF FF25
12.5

DOSIS mg/Kg
b)

—4—BCO
== ASA
== INDO

===5mg/kg

o
o125 mg/kg
0 510152025 —@=25mg/ke

NUMERO DE CONTRACCIONES

TIEMPO {min)

Gréfica 3 a) La actividad antinociceptiva de la fraccién flavonoides. a) Los
datos son el porcentaje de inhibicion de siete ratones + el error estandar. b)
Es el curso temporal de la actividad antinociceptiva de la fraccion
flavonoides. Los datos marcados con ¢ es la diferencia significativa p < 0.05
con respecto al blanco, los datos marcados con « es la diferencia
significativa p < 0.05 con respecto a el ASA y el = es la diferencia significativa
p < 0.05 con respecto a la IND.

En la Gréafica 3 la fraccion flavonoide en dosis de 5, 12.5 y 25 mg/kg se obtuvo

un porcentaje de inhibicion de 27 %, 23 % y 68 % respectivamente; teniendo una
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diferencia significativa de p<0.05, la fraccion flavonoide de 25 mg/kg con respecto

al blanco y los controles, teniendo asi una mejor actividad antinociceptiva.
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280
\9 :[
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2 . LI
240 - I
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Z N
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0 5mg/kg
0 510152025 10 mg/ke
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Gréfica 4 la actividad antinociceptiva de la geraniina (8). a) Los datos son el
porcentaje de inhibicion de siete ratones + el error estandar. b) Es el curso
temporal de la actividad antinociceptiva de la fraccién flavonoides. Los datos
marcados con ¢ es la diferencia significativa p < 0.05 con respecto al blanco.

La Grafica 4 a) el compuesto puro de geraniina a dosis de 2.5, 5y 10 mg/kg
se obtuvo un porcentaje de inhibicion de 11, 25 y 26 % respectivamente,
obteniendose que a dosis de 5 y 10 mg/kg no tuvieron actividad antinociceptiva
con respecto a los controles, esto se pueda deber a que las dosis empleadas con
la geraniina son 50 veces menor con respecto a la indometacina y 200 veces

menor con respecto a ASA,; con respecto al blanco se puede apreciar que es

minima la actividad antinociceptiva, pero no representativa.
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Grafica 5 la actividad antinociceptiva de la quercetina (10). a) a) Los datos
son el porcentaje de inhibicién de siete ratones * el error estandar. b) Es el
curso temporal de la actividad antinociceptiva de la fraccién flavonoides.
Los datos marcados con ¢ es la diferencia significativa p < 0.05 con respecto
al blanco.

En la Grafica 5 a) se observa que la quercetina (3) a dosis de 2.5, 5y 10
mg/kg obtuvo 5.5, 51 y 17 % de inhibicion, b) observandose que a dosis de 5

mg/kg tuvo una diferencia significativa de p<0.05 con respecto al blanco y similar

actividad antinociceptiva con respecto a el ASA e IND.
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IX DISCUSION DE RESULTADOS

Hasta el momento no se han reportado estudios con respecto a la actividad
antinociceptiva de Geranium bellum Rose, por lo que este estudio es una
contribucion al conocimiento farmacologico de G. bellum, al ser esta una planta
utilizada para el tratamiento del dolor en la medicina tradicional de Hidalgo, se
utilizé el modelo de contorsiones abdominales inducidas por acido acético en
ratones, considerado como un modelo tipico de nocicepcion visceral siendo
ampliamente utilizado como herramienta para la deteccién y evaluacién de nuevos
agentes con propiedades analgésicas. Ademas, la inyeccién de acido acético en la
cavidad peritoneal de ratones activa la liberacion de diversos mediadores de la
respuesta algésica, tales como las fibras del tipo C (lkeda et al., 2001; Ribeiro et

al., 2000; Vinegar et al., 1976).

El extracto crudo de G. bellum present6 una actividad antinociceptiva
dosis- dependiente, encontrandose que a 300 mg/kg fue similar a los controles de
ASA e IND a dosis de 200 y 50 mg/kg respectivamente, por lo que se procedio a

su fraccionamiento obteniendo como fracciones mayoritarias taninos y flavonoides.

Las fracciones se evaluaron con el mismo modelo que el extracto,
reportando una actividad antinociceptiva mayor con respecto al blanco y los

controles. Cabe resaltar que las fracciones tanino y flavonoide fueron evaluadas a
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dosis de (5, 12.5 y 25 mg/kg) siendo menores que los controles (ASA 200 mg/kg e
IND 50 mg/kg).

Al obtener una mejor actividad antinociceptiva con respecto a las fracciones
se realizé el aislamiento de los compuestos puros obtenidos de la fraccion tanino
la graniina (1) y la fraccion flavonoide la quercetina (3) de los cuales, se ha
reportado en estudios anteriores actividad antinociceptiva en el modelo de dolor
por acido acético (Miguel, 1995 y Willain, 2008).

En el estudio que refiere a la geraniina (1) (Miguel, 1995), esta fue evaluada
en dosis de 10, 30 y 100 mg/kg, reportando que obtuvo 6 veces mejor efecto
antinociceptivo con respecto al control ASA evaluada a las mismas dosis por via
intraperitoneal. En el presente estudio no se observé tal actividad de la geraniina
(1) como se ha reportado anteriormente, esto puede ser debido a que la
evaluacion fue realizada a dosis menores con respecto a los controles y con
diferente via de administracién, siendo este un factor predisponente en la
respuesta antinociceptiva, tal vez la geraniina (1) no se encuentra biodisponible
totalmente, esto se debe a que el compuesto debe de absorverse por la pared
intestinal y luego llegar al higado, esto altera el metabolismo del compuesto,
disminuyendo la cantidad absorbida, mientras que al administrarse por via (i.p.)
llega a la circulacion general sin pasar a través de la pared intestinal y del higado,
con lo que se obtiene una respuesta mas rapida y favorable para la actividad
antinociceptiva. Cabe resaltar que en el estudio realizado la administracion fue por

via oral ejemplificando la forma en que es consumida la planta.
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Sin embargo, podemos decir que la quercetina (3) evaluada a la misma
dosis que la geraniina (1) obtuvo en dosis de 5 mg/kg una actividad
antinociceptiva igual al ASA e IND. Esto también fue observado en el estudio
realizado con glutamato en dosis de 10 y 60 mg/kg en i.p. obteniendo que la
quercetina (2) obtuvo un 68.2 % de inhibicidn, esto indica que la quercetina (2)
tiene un efecto antinociceptivo sin que influya la dosis y la via de administracion;
pudiendo ser esta la responsable de la actividad analgésica de G bellum. Esto
indica que el Extracto de G. bellum tiene actividad antinociceptiva posiblemente
por el sinergismo que se presenta entre los compuestos que constituyen la planta,

demostrando en la evaluacion global el efecto analgésico.
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X CONCLUSIONES

La actividad antinociceptiva mostrada por el extracto, las fracciones
flavonoide y tanino y los compuestos puros geraniina (1) y quercetina (3),
proporcionan un soporte cientifico y una evidencia farmacologica que explica en
parte el uso anecdético de G. bellum en la medicina tradicional Hidalguense en el

tratamiento del dolor.

La actividad demostrada de las fracciones en comparacion los farmacos de
referencia utilizados en el tratamiento del dolor, permiten proponer mas estudios

sobre el G. bellum para el desarrollo de nuevos fitofarmacos analgésicos.

La presente investigacion es una contribucibn al conocimiento
farmacolégico de la especie G. bellum, debido a que es la primera vez que se
determina la actividad antinociceptiva de esta la especie vegetal, las fracciones y

los compuestos puros.
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Xl PERSPECTIVA

Debido a que el extracto de acetona:agua de Geranium bellum demostré una
actividad antinociceptiva con respecto al modelo de Writhing con acido acético
sugerimos conveniente la utilizacion de otros modelos de antinocicepcion como,
Hot plate y formalina, también pruebas de anti inflamacion en cojinete plantar con

carragenina y evaluacion de toxicidad para dicho extracto.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H a 0 hrs. de geraniina (1) en acetona-ds:D20
(9:1) a 400 MHz.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H (400 MHz) de avicularina (17) en CD3OD.

S —
“EVALUACION DEL EFECTO ANALGESICO DE Geranium bellum EN EL MODELO DE DOLOR,
INDUCIDO POR ACIDO ACETICO EN RATON” Pagina 70



ANEXOS

6

- ~ Jl— - MJ[MMJW‘ U SO —"

7
T T T
12.0 1.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 20 1.0

Figura 12. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de quercetina (3) en CDClz y

DMSO-ds.
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del 3-O-(2"-O- acetil)

arabinofurandsido de quercetina (8) en CDsOD.
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