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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se evaluaron las propiedades antidiarreicas y analgésicas
atribuidas tradicionalmente a Lopezia racemosa (perilla); mediante la evaluacion
farmacoldgica del extracto etandlico de las partes aéreas a dosis de 150, 300 y 600 mg/Kg,
empleando como ensayos bioldgicos: motilidad gastrointestinal, Tail-flick y Writhing.

En el modelo de motilidad gastrointestinal, el extracto etandlico mostré actividad dosis
dependiente a 150 mg/Kg (25.28%), 300 mg/Kg (78.57%) y 600 mg/Kg (92.08%), obteniendo
una mayor respuesta que el farmaco control, loperamida a 2.5 mg/kg (78.57%). En el modelo
de Tail-flick se observé el mismo efecto dosis dependiente y la actividad fue mayor que en el
farmaco control, paracetamol a 250 mg/Kg: mientras que en el modelo de Writhing se
observé un comportamiento de hormesis, a 150 mg/kg (88.83%), 300 mg/kg (46.32%) y 600
mg/kg (80.65 %), presentando mayor actividad que los farmacos control, acido acetilsalicilico
a 200 mg/kg (40.39%) y diclofenaco a 10 mg/kg (40.39%).

El estudio fitoquimico del extracto etandlico de las partes aéreas condujo al aislamiento de un
compuesto de tipo flavonoide denominado apigenina, el cual fue caracterizado mediante
RMN *H.

Mediante el andlisis computacional de apigenina, se logro la determinacién tedrica de los
sitios reactivos mas importantes de la molécula, siendo estos el carbono de la posicién cuatro
y el carbono en la posicién ocho, susceptibles a un posible ataque nucleofilico asi como el

oxigeno de la posicion cuatro, susceptible a un posible ataque via radicales libres.
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INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

El hombre ha tenido que valerse por si mismo aprendiendo a utilizar elementos de
la naturaleza como fuente de alimento, vestido, material de construccion, energia
o medicina, y es de esta manera como surge la medicina tradicional,
manteniéndose hasta la actualidad como resultado de la transmision oral de
generacion en generaciéon (Romo de Vivar-Romo, 2006). La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), define a la medicina tradicional como la suma completa de
conocimientos, técnicas y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y
experiencias propias de diferentes culturas, que son utilizadas para mantener la
salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar trastornos fisicos o mentales (OMS,
2008; Castillo-Garcia et al., 2007; Ponz et al; 2005).

El conocimiento de las propiedades curativas de las plantas medicinales durante la
historia, ha permitido identificar y aislar compuestos quimicos con actividad
bioldgica o propiedades farmacoldgicas, llamados principios activos, poniéndolos
en el mercado en forma de medicamentos (Ponz et al; 2005).

Existe una gran cantidad de medicamentos derivados de plantas medicinales, se
hace referencia a la existencia de alrededor de 121 sustancias quimicas de origen
vegetal que son catalogadas como farmacos importantes, con uso en mas de un
pais y con gran variedad de usos terapéuticos, (Ponz et al; 2005); se han aislado y
empleado por la humanidad desde colorantes como el indigo, saborizantes,
fragancias obtenidas de aceites esenciales como lavanda y fragancia de rosas,
estimulantes como la nicotina (1) y efedrina (2), alucinégenos como la cocaina

(3), agentes anticolinérgicos como la atropina (4), analgésicos tales como la
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INTRODUCCION

codeina (5), la morfina (6), quinina (7), salicina (8) y el acido salicilico (9) (Romo

de Vivar-Romo, 2006; Van Wyk y Wink, 2004).

O CHs
H OH H3C’N 0
B p
‘ “—CH o)
CH . 3
N H3C—NH
5 O

OH CH.OH O~ _OH
o) 2
Hﬁog@/o@ OH

Figura 1. Ejemplos de compuestos aislados de plantas con actividad

farmacologica

En México, las plantas medicinales han sido utilizadas tradicionalmente y en la
actualidad constituyen una de las manifestaciones del acervo cultural que nos
legaron nuestros antepasados, siendo asi uno de los principales recursos
terapéuticos tanto en el medio rural como suburbano (Mendieta y Del Amo; 1981)
y representan una alternativa importante para mas de 40 millones de mexicanos

que no tienen acceso a los Servicios de Salud (Osuna et al, 2005).
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INTRODUCCION

El trabajo de investigacion que a continuacion se presenta comprende la
evaluacion farmacolégica de la actividad antidiarreica y analgésica de Lopezia
racemosa, asi como la separaciéon cromatografica del extracto etandlico de las
hojas y tallo que condujo a la obtencion de la apigenina, de la cual se realizo la
determinacion de los posibles sitios reactivos con la ayuda de célculos tedricos
(Spartan 02 y Gauss View 3.09), por lo cual, en los siguientes capitulos se
revisaran las generalidades del sindrome diarreico y del dolor, su clasificacion y
los farmacos empleados para su tratamiento; se mencionard la familia a la cual
pertenece la planta, las especies existentes en el estado de Hidalgo y sus
generalidades. Finalmente, se hablara de los flavonoides, su actividad biologica y

algunos ejemplos de éstos.
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ANTECEDENTES

[I. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del sindrome diarreico

La diarrea se encuentra entre los padecimientos mas importantes a nivel mundial.
Es la causa de muerte de 1.5 millones de nifios, siendo los menores de dos afos
los mas afectados. En el 2011 la diarrea represento el 14 % de mortalidad en
nifos menores de cinco afos (grafica 1). En los paises en desarrollo, los nifios
sufren en promedio tres episodios de diarrea al afio, alrededor del mundo se
producen dos mil millones de casos de diarrea por afio en nifios, los nifios también

mueren ya que suele ser derivado al especialista tardamente (OMS, 2011; OMS,

20009).
Enfermedades  Tr3umatismo

Otras no transmisibles (hosneonatales)

enfermedades (posneonatales) 3%
13% 4%

VIH/sida

2%
Sarampion

1%

Neumonia

13%
Enfermedades —
diarreicas

(posneonatales)
14%

Grafica 1. Causas principales de mortalidad en los nifios menores de 5 afios

(OMS, 2011).
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ANTECEDENTES

2.1.1. Diarrea

Se define como tres o0 mas deposiciones blandas o acuosas en un lapso de 24
horas; el nimero de deposiciones normales de una persona durante un dia varia
segun la alimentacion y edad; las deposiciones de una persona con diarrea,
contienen mas agua que de costumbre y son denominadas deposiciones blandas
0 acuosas. El sindrome diarreico dura varios dias y priva al organismo de agua y
sales necesarias para su supervivencia, causando una grave deshidratacion y
pérdida de liquidos; sus causas son multiples y de manera general se dividen en:
a) aguda, aquella que ocurre de manera repentina, dura pocos dias y va
acompafada de retortijones y b) crénica, la cual aparece de repente, dura
semanas o0 incluso meses (OMS, 2008; Falconer y Patterson, 1981). A
continuacion se describen los mecanismos fisiopatolégicos responsables de la

diarrea.

2.1.1.1. Diarrea osmobtica

Se produce por retencién de solutos no absorbidos o mal absorbidos, los cuales
ejercen un efecto osmotico que atrae agua a la luz intestinal incrementando las
secreciones intestinales; puede estar causada por la ingesta de sustancias
osmoéticamente activas como algunos edulcorantes que acompafian alimentos o
medicamentos, golosinas, laxantes o disacaridos como la lactosa en caso de

insuficiencia de disacaridasas (Gil-Hernandez et al., 2010; Segarra, 2006).
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ANTECEDENTES

2.1.1.2. Diarrea secretora

Es resultado de la presencia de toxinas que incrementan la secrecion de cloruros y
agua en el tubo digestivo, observando un transporte anormal de iones en las
células epiteliales intestinales, como consecuencia se reduce la absorcion y se
incrementa la secrecion. Las heces son abundantes y contienen alta
concentracion de electrolitos, un ejemplo de este tipo de diarrea, es el provocado
por la toxina causante de coOlera, Vibrio cholerae (Gil-Hernandez et al., 2010;

Porter et al., 2010).

2.1.1.3. Diarrea exudativa

Existe lesion de la mucosa intestinal que libera sangre, moco y proteinas; puede
deberse a agentes infecciosos, isquemia, procesos inflamatorios o tumores de la
pared intestinal. Es tipica de las infecciones intestinales llamadas disenterias
producidas por bacterias como Shigella disenteria o parasitos como Entamoeba

histolytica (Gil-Hernandez et al.,2010; Segarra, E., 2006).

2.1.1.4. Diarrea motora

La diarrea motora es debida a una alteracion de la motilidad del intestino delgado
o grueso. El defecto en la motilidad causa reduccién del tiempo de contacto entre
el contenido intestinal y las células epiteliales (Gil-Hernandez et al., 2010).

Los mecanismos se describen a continuacion:

Hipermotilidad, disminuye el tiempo de contacto del contenido intestinal con la

mucosa, dificultando la absorcion de agua y electrolitos; el transito rapido impide la
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absorcion de los nutrientes, con lo cual aumenta la osmolalidad en la luz intestinal,

pudiendo generar una diarrea osmatica (Gil-Hernandez et al., 2010).

Hipomotilidad, la disminucién en la motilidad del intestino delgado ocasiona un
aumento en la proliferacion bacteriana. Ademas, los productos de la actividad
bacteriana resultantes de la fermentacion de los carbohidratos inhiben la absorcion
del agua y electrolitos al aumentar la osmolalidad. Ambos factores son causantes
de una diarrea que no suele ser muy abundante pero que se repite en el tiempo.
La diabetes, y la seudoobstruccion intestinal pueden ser causa de diarrea por este

mecanismo.

Cualesquiera que sean los mecanismos que hayan iniciado la diarrea, el aumento
de liquido en el tubo intestinal distiende las paredes de éste, provocando un
aumento en la motilidad (Gil-Hernandez et al.,2010).

2.1.2. Farmacos empleados para el tratamiento del sindrome diarreico

Existen diferentes tipos de compuestos empleados en el tratamiento del sindrome

diarreico, en la figura 2 se presentan las estructuras de algunos de ellos.

2.1.2.1 Inhibidores de la motilidad intestinal

* QOpiaceos

Su accién gastrointestinal se ejerce sobre receptores MOR y DOR de la pared del
tubo digestivo alterando la motilidad y la secrecion. La disminucién de los
movimientos intestinales mejora los sintomas ocasionados por célicos y aumenta
el tiempo de contacto con la mucosa intestinal mejorando la absorcion. Entre los

opiadceos mas utilizados se encuentran: loperamida (10), codeina (5) y difenoxilato
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(11); de estos, la loperamida (10) es el farmaco que mas se emplea ya que reduce
las deposiciones en un 80% y ademas no tiene efectos sobre el sistema nervioso
central, posee una importante accion paralizante del musculo liso intestinal;
ademas reduce la secrecidn acuosa gastrointestinal, lo cual contribuye a su accién
astringente (Gil-Hernandez et al., 2010; Lorenzo et al., 2008).

Las reacciones adversas a todos los opidceos incluyen la disminucién en la
motilidad gastrointestinal con estrefiimiento y nauseas, picazon, sedacién y
depresion respiratoria, que a mayor dosis puede llevar al paro respiratorio (Shaw

et al., 2006)

* Farmacos anticolinérgicos

Estos farmacos disminuyen las secreciones intestinales y la motilidad intestinal, un
ejemplo de estos es la atropina (4); sin embargo, no son eficaces en diarreas
causadas por toxinas y mediadores celulares, mas bien su eficacia es para el
tratamiento de coélicos que acompafan a la diarrea, los farmacos anticolinérgicos
pueden producir visidn borrosa, boca seca, taquicardia, estrefiimiento y retencion

urinaria (Rodriguez-Suarez et al.,2005).

2.1.2.2. Absorbentes

Son sustancias que absorben nutrientes, enzimas digestivas, toxinas, bacterias y
varios materiales nocivos en el tracto intestinal impidiendo que actien sobre la

mucosa (Peretta, 2005).
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* Subsalicilato de bismuto

El Subsalicilato de bismuto (12) reduce la secrecion intestinal estimulada por
toxinas bacterianas, esto debido a su capacidad para inhibir la sintesis de
prostaglandinas, disminuye la intensidad de la diarrea y colicos; tiene un potente
efecto antiemético y es util para la diarrea de origen virico, las reacciones
adversas de los absorbentes incluyen debilidad, puede causar salpullidos en la
piel, dolor en las articulaciones y también irritacion del estomago si se toma en
altas dosis (Gil-Hernandez et al.,2010; Lorenzo et al., 2008; Cabello-Romero et

al., 2002).

* Hidroxido de aluminio y de magnesio

Actuan ligando a los &cidos biliares, por lo cual mejoran la diarrea ocasionada por

la mala absorcion de éstos (Gil-Hernandez et al.,2010).

*  Otros

Algunas sustancias utiles que absorben agua y toxinas son caolin, pectina y

carb6n activado.

2.1.2.3. Agentes antisecretores

* Racecadotrilo

El racecadotrilo (13) es un farmaco antisecretor, que actta reduciendo la salida de
agua Yy electrolitos a la luz intestinal; su actividad es Unicamente periférica, ha
demostrado una eficacia similar a la loperamida (10) pero con mejor tolerancia,

aunque carece de efectos sobre la motilidad intestinal, el rececadotrilopuede tener
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efectos adversos, aun que no todas las personas lo sufran como por ejemplo
vomito, fiebre trastornos respiratorios dolor de cabeza y estrefiimiento (Gil-

Hernandez et al.,2010; Lorenzo et al., 2008; Gonzales-Gero et al., 2003).
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Figura 2. Algunos de farmacos empleados para el tratamiento de la diarrea
2.1.3. Fitoterapia para la diarrea

Desde la antigliedad, se han empleado plantas medicinales para el tratamiento de
alteraciones del aparato digestivo, por lo que su eficacia terapéutica y su
seguridad pueden considerarse respaldada por su amplia utilizacién (Castillo-
Garcia et al., 2007).

En el Estado de Hidalgo, El estudio mas antiguo reportado en el Estado de
Hidalgo sobre el empleo de plantas medicinales data del siglo XVI, en el cual se
describe la utilizacion de 250 especies de plantas de Tepeapulco; hasta el dia de

hoy se han reportado 611 especies de plantas utilizadas por los habitantes del
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Estado, de las cuales 461 corresponden a plantas con uso medicinal y de estas

altimas, 137 se utilizan en el tratamiento de afecciones del sistema digestivo

ocupando el primer lugar en uso (Grafica 2) (Pérez et al., 2003).

Numero de especies
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Uso de plantas medicinales del estado de Hidalgo
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B Cancer

m S. Circulatorio

| S. Urinario

H S. Reproductor
Analgésico
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| S. Respiratorio
Filiacién cultural

S. Digestivo

Gréfica 2. Nomero de especies medicinales utilizadas segun el padecimiento

en el estado de Hidalgo (Pérez et al., 2003).

Las dos principales afecciones del sistema digestivo para las cuales se emplean

plantas medicinales son el dolor de estbmago y la diarrea con 49 y 28 especies

respectivamente. En la grafica 3, se muestran el nimero de especies utilizadas

para afecciones del sistema digestivo y el padecimiento para el que se usan

(Pérez et al., 2003).
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Gréafica 3. Uso de plantas medicinales en Hidalgo para afecciones del

Numero de especies vegetales empleadas

sistema digestivo (Pérez et al., 2003).

2.1.3.1. Productos naturales con actividad antidiarreica

La mayoria de las plantas medicinales utilizadas como antidiarreicos presentan un
contenido suficiente de taninos con actividad astringente, por ejemplo, el algarrobo
o el arandano. Otras se comportan como antidiarreico por su capacidad
destoxificante y captadora de agua, lo que ocurre con algunos farmacos que
contienen mucilagos, como la ispagula o la zaragatona, agentes hidrofilicos que
son capaces de aumentar la consistencia de las heces debido a su capacidad de
absorber agua; pueden emplearse también pectinas o carbon activado (Castillo-

Garcia et al., 2007).
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2.2. Generalidades del dolor

El dolor es una sensacion dificil de definir por su especificidad y variabilidad. Cada
persona podria definirlo de una manera diferente (Coghill y MacHaffier, 2003), ya
que la percepcion del dolor varia segun la naturaleza del trauma, la recuperacion y
las circunstancias en que se produce el origen de la sensacion (Klein et al., 2004;
Sandkuhler, 2000); la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), lo
define como una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a una
lesion tisular presente o potencial (Castillo-Garcia et al., 2007). El dolor es un
mecanismo protector del cuerpo, por lo cual debemos entenderlo como una
respuesta fisioldgica, defensiva y positiva cuya misidon es alertar sobre la

existencia de algun dafio (Guyton et al.,1998, Mufioz et al., 1998).

2.2.1. Clasificacion general del dolor

Existen diversos criterios para la clasificacion del dolor, esto debido a que es un
sintoma subjetivo y puede estar condicionado por diversos factores. Existen dos

clasificaciones generales basadas en la evolucion y en los mecanismos; (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion general del dolor.

Agudo
Evolucién del dolor
Crénico
Somaético
Mecanismos del dolor Visceral
Neuropatico
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2.2.1.1. Dolor agudo

Es causado por estimulos nocivos, como un gran calor que produzca una
guemadura, un sonido de gran intensidad o una lesidbn por compresion de

musculos y piel (Marhuenda-Requena et al., 2005; Mufioz et al., 1998).

2.2.1.2. Dolor crénico

La persistencia del estimulo, de la enfermedad o de ciertas condiciones
fisiopatoldgicas, conduce al establecimiento de un dolor cronico en algunos casos
de curacion imposible. El dolor se prolonga en el tiempo, dura mas de seis meses
y comprende un amplio abanico de sensaciones; este tipo de dolor pierde su
funcion de alarma y queda solo como una molestia.

Se puede decir que el dolor cronico constituye una enfermedad y su alivio puede

no conseguirse en el 100% de los casos (Muriel-Villoria, 2007; Mufioz et al., 1998).

2.2.1.3. Dolor somaético

Es producido por la activacion de los nociceptores cutdneos o de tejidos
profundos; si la estimulacion se da en los receptores de la piel, es llamado dolor
somatico superficial, pero si se da la estimulacion de los receptores de los
musculos esqueléticos, articulaciones y tendones, se refiere a dolor somético
profundo (Marhuenda-Requena et al., 2005; Fritz, S., 2001).

Es un dolor bien localizado, sordo y punzante, que se limita al area afectada o se
extiende poco a poco a partir de ella. Algunos ejemplos de dolor somatico son:

dolores causados por una herida quirdrgica, el dolor 6seo ya sea causado por
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microfracturas, la presencia de un tumor, una contraccion muscular o compresion

de estructuras nerviosas, entre otros (Fritz, 2001; Torres-Morera, 2001).

2.2.1.4. Dolor visceral

Se trata de un dolor profundo y opresivo, mal localizado, aunque en ocasiones
produce dolores referidos a la superficie cutanea; suele percibirse en una zona
mucho mayor que la del estimulo; puede ser continuo y monétono o manifestarse
en forma breve y repentina; se acompafa de intensos reflejos motores y
autonémicos, asi como de nauseas, vomitos y sudoracion profusa (Gomez-

Sancho, 2006; Torres-Morera, 2001).

2.2.1.5. Dolor neuropético

Es resultado de una o mas de las siguientes causas: compresion o infiltracion
tumoral, lesion quimica del nervio periférico o de la médula espinal, o tras cirugia,
radioterapia o quimioterapia, alteraciones o lesiones crénicas en vias nerviosas
periféricas o centrales. El sintoma se presenta como una sensacion basal dolorosa
0 quemante, puede haber presencia de ardor, hormigueo constante como de una
descarga eléctrica; llega a persistir mas que el estimulo o desencadenarse por
algun estimulo minimo como el roce de la ropa. El dolor neuropatico representa el
15-20% de los problemas dolorosos intensos de la poblacién con cancer y es de
los que mas dificultades tienen para su alivio y control. (Barragan-lglesias et al.,
2011; Gémez-Sancho et al., 2006; Bravo-Diaz et al., 2005).

Desde el punto de vista clinico el dolor neuropatico puede tener dos

manifestaciones especificas:
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* Dolor disestésico: Sensacion de quemazén constante, superficial,
duele con el simple roce de la ropa.

*  Dolor neuralgico: Provoca paroxismos de dolor lacerante, el paciente
lo refiere como punzadas o latigazos (Gémez-Sancho et al., 2006).

2.2.2. Farmacos empleados para el tratamiento del dolor

El tratamiento del dolor, sigue el esquema de la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) conocido como escalera analgésica (Figura 3).

\/

Figura 3. Escalera analgésica de la OMS (2007).

El protocolo de la OMS consiste en un tratamiento escalonado que comienza con
la utilizacibn de farmacos de potencia analgésica baja y termina con la
administracion de opioides potentes tras un ascenso progresivo y preestablecido

hasta conseguir el alivio del dolor (Gonzalez et al., 2007).
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2.2.2.1. Nivel 1: AINES

Dentro de este nivel, se incluyen los medicamentos no opioides. Este tipo de
farmacos, son utiles para dolor agudo y crénico; estan indicados para el dolor que
presenta inflamacién y se considera que son de accion preferentemente periférica.
Todos los AINES (antiinflamatorios no esteroideos) son antipiréticos, analgésicos y
antiinflamatorios, a diferencia del paracetamol (14) que carece de actividad
antiinflamatoria. Una de las principales ventajas frente a los opioides, es que no
producen dependencia ni somnolencia aunque, por otro lado, tienen una dosis
tope y al sobrepasarla pueden llegar a ser toxicos. Ejemplo de este tipo de
farmacos son el paracetamol (14), metamizol (15), ibuprofeno (16), ketorolaco
(17), naproxeno (18), acidos indolacéticos (19), ketoprofeno (20), diclofenaco (21)

y la aspirina (22) (Gonzélez-Bardn et al., 2007; Munir et al., 2007).
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Figura 4. Farmacos empleados para el tratamiento del dolor en el Nivel |
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2.2.2.2. Nivel Il. Opioides débiles

En el segundo peldafio de la escalera analgésica de la OMS se encuentran los
opioides débiles; estan indicados en problemas de dolor moderado a grave. Los
mas utilizados son codeina (5), tramadol (23), oxicodona (24), nalbufina (25),
dihidrocodeina (26), meperidina (27) (Plancarte-Sanchez et al., 2002; Silva et al.,

1995).

H3C 27
Figura 5. Farmacos empleados para el tratamiento del dolor en el Nivel Il

2.2.2.3. Nivel lll. Opioides Fuertes

Son empleados principalmente para el tratamiento del dolor por cancer y son
morfinanos. Inhiben la transmisiébn central de los mensajes nociceptivos
modificando la respuesta del organismo al dolor, algunos son: morfina (6),

fentanilo (28), metadona (29) y levorfanol (30) (Plancarte-Sanchez et al., 2002).
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Figura 6. Farmacos empleados para el tratamiento del dolor en el Nivel Il
2.2.2.4. Nivel IV. Invasivas-Bloqueos Peridurales (ACP)

Este nivel esta representado los farmacos de tipo opioides que son administrados
por otras vias; via subcutanea, via endovenosa, via peridural, colocacién de
catéteres en plexos nerviosos o anestesia controlada por el paciente (ACP).

Estas técnicas invasivas se emplean cada vez con menos frecuencia ya que el
alivio del dolor es muy variable e impredecible. Los bloqueos se utilizan cuando el

dolor no responde farmacoldégicamente (Silva et al., 1995).
2.2.2.5. Nivel Flotante

En este ultimo nivel, se realizan procedimientos neuroquirdrgicos y bloqueos

neuroliticos.
2.2.3. Fitoterapia para el dolor

A lo largo de la historia se han empleado plantas para el tratamiento del dolor
como: la corteza del sauce para dolores reumaticos, la adormidera como
analgésica, la mandragora y el belefio para dolores espasmaodicos y el cafiamo
como analgésico. En china se utiliz6 desde épocas antiguas la efedra como un

estimulante del sistema nervioso. Se han empleado también plantas alucinégenas
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como el peyote y la coca, como tranquilizantes, anestésicos Yy analgésicos. El
analgésico mas empleado en la antigua Grecia era el opio por su alto contenido en
morfina (6) y codeina (5); era empleado para cirugias y para calmar cualquier
clase de dolor (Torres et al., 1997).

En el Estado de Hidalgo una gran cantidad de especies son empleadas para el
tratamiento del dolor; el primer lugar lo ocupan aquellas que son empleadas para
el dolor de estobmago con 35 especies, seguido por las especies empleadas para
cllicos y en tercer lugar las empleadas en el dolor de cintura tal y como se

muestra en la gréfica 4.

35 m Dolor de estémago
B Célicos

M Dolor de cintura

w
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Dolor de dientes
M Dolor de cabeza

Dolor muscular

N
w

M Torceduras
M Célico menstrual

H Dolor de oidos

N
o

Dolor de pecho

Dolor de pulmén

[N
(6]

M Dolor articular
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[Eny
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Numero de especies vegetales empleadas

M Dolor de huesos
Dolor de vesicula biliar
M Dolor de higado

M Dolor de cerebro

Gréafica 4. Especies vegetales del Estado de Hidalgo empleadas para el

tratamiento del dolor (Pérez et al., 2003).
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Las afecciones del aparato digestivo estan estrechamente relacionadas entre si,
los productos fitoterapéuticos suelen ser polivalentes, de aplicacion en diferentes
enfermedades o alteraciones digestivas (Castillo-Garcia et al., 2007).

En la tabla 2 podemos ver la correlacion que existe entre las plantas que se
utilizan en el tratamiento de la diarrea y el dolor de estbmago, destacando que son
pocas las empleadas en el tratamiento de ambos padecimientos. En la familia
Asteraceae, las especies Brickellia veronicifolia HBK, Brickellia squarrosa (cav.),
Conyza filaginoides (DC.) y Conyza schiedeana (Less.), en la familia
Caryophyllaceae, las especie Drymaria laxiflora Benth; en la familia Guttiferae la
especies Hypericum silenoides Juss. Var. silenoides; en la familia Malvaceae la
especie Modiola caroliniana (L.) G. Don, y por ultimo, en la familia Onagraceae la
especie Lopezia racemosa Cav. Ssp. racemosa.

Tabla 2. Plantas medicinales del Estado de Hidalgo para el tratamiento del

dolor de estdbmago y la diarrea (Pérez et al., 2003).

. . . Dolor d
Familia Especie Diarrea olor €
estdmago
Alternathera repens (L.)
Amaranthaceae
Gomphrena decumbens Jacq.
Anacardiaceae Schinus molle L.
Artemisa absinthium L.
Artemisa Klotzschiana
Artemisa ludoviciana ssp.
Brickellia veronicifolia HBK
Brickellia squarrosa (cav.)
Asteraceae

Chrysactina mexicana Gray

Conyza filaginoides (DC.)

Conyza schiedeana (Less.)

Cynara scolymus L.

Dyssodia papposa (Vent.)
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Eupatorium petiolare Moc.

Eupatorium pycnocepjalum Less.

Lostephane heterophylla (Cav.)

Matricaria chamomilla L.

Montanoa tomentosa Cerv.

Parthenium bipinnatifidum (Ort.)

Parthenium hysterophorus L.

Sanvitalia procumbens Lam.

Sigesbeckia jorullensis HBK.

Tagetes erecta L.

Tagetes filifolia Lag.

Tagetes lucida Cav.

Tagetes micrantha Cav.

Tanacetum parthenium (L.)

Zaluzania triloba (Ort.)

Caryophyllaceae

Arenaria lycopodioides Wild.

Drymaria laxiflora Benth.

Chenopodiaceae

Chenopodium ambrosioides L.

Cistaceae Helianthenum glomeratum Lag.
Combretaceae Terminalia catappa L.
Cruciferae Lepidium virginicum L.
Hypericum silenoi . Var.
Guttiferae ypericum silenoides Juss. Va

Silenoides

Krameriaceae

Krameria cystoides Cav.

Hedeoma drummondii Benth.

Hedeoma piperitumBenth.

Marrubium vulgare L.

Lamiaceae Mentha piperita L.
Origanum mejorana L.
Rosmarinus officinalis L.
Thymus vulgaris L.
Persea americana Miller
Lauraceae

Persea americana var. Brymifolia

Leguminosae

Medicago polymorpha var.

Pithecellobium dulce (Roxb.)

Loganiaceae

Buddleia perfoliata HBK.

Malvaceae

Modiola caroliniana (L.) G. Don

Sphaeralcea angustifolia (Cav.)

e p—
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Eugenia capuli (Schl. et Cham)

Myrtaceae Pimenta dioica (L.)
Psidium guajava L.
Onagraceae Lopezia racemosa Cav. Ssp. racemosa

Phytolaccaceae

Phytolacca icosandra L.

Plantaginaceae

Plantago australis Lam. ssp. hirtella

Plantago lanceolata L.

Plantago linearis Var. mexicana

Plantago major L.

Rutaceae

Ruta chalepensis L.

Scrophulariaceae

Silvia prostrata Benth.

Umbelliferae

Coriandrum sativum L.

Foeniculum vulgare Mill.

Verbenaceae

Aloysia triphylla (L'Herit.) Britt.

Lippia graveolens HBK

2.3. Generalidades de la familia Onagraceae

Es una familia constituida por 18 géneros y 640 especies, son abundantes en

climas templados especialmente en Norteamérica y México, muchas crecen en

lugares con sombra y algunas prefieren suelos secos, o condiciones articas. Son

plantas herbaceas, arbustos y ocasionalmente arboles, terrestres, subacuéticas y

acuaticas, en algunos casos, epifitas. Entre los generos mas importantes se

encuentran: Epilobium con 200 especies, Oenothera con 200 especies, Fuchsia

con 100 especies, Jussiaea con 40 especies,

Lopezia con 14 especies,

Boisduvalia con diez especies, Gayophytum con nueve especies, Hauya con ocho

especies, Clarkia con siete especies y Zauscheria con cinco especies (Punt et al.,

2003; Vazquez-Santana et al., 1991).
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En el Estado de Hidalgo existen seis especies reportadas de la familia
Onagraceae; en la tabla 3 se ejemplifican con su nombre comun y usos, entre
ellas Lopezia racemosa (Pérez-Escandon, 2003).

Tabla 3. Especies de Onagraceae en el Estado de Hidalgo

Especie Nombre comun Usos

Fucsia microphylla Aretillo Ornamental

Gaura coccinea Linda tarde Calentura, limpias y aire
Oenothera pubescens  Cdlica, reina de la noche Calentura

Oenothera purpussi Colica Calentura

Oenothera rosea Hierba del golpe Inflamacién del estbmago, diarrea

2.4. Generalidades de Lopezia racemosa Cav.Ssp.

Pertenece a la familia Onagraceae; es una hierba erecta ascendente anual, puede
llegar a medir hasta 1.5 metros de alto aunque generalmente va de los 40 a 60
cm. Sus hojas comUnmente se encuentran en posicion alterna y llegan a medir
hasta 8 cm de largo y 4.5 cm de ancho, son puntiagudas. Sus flores se encuentran
generalmente agrupadas y se forman de cuatro pétalos que pueden ser rosados,
morados o anaranjados; son desiguales, los dos superiores son de 4 a 8.5 mm de
largo y de 0.7 a 2 mm de ancho y los interiores miden de 3.5 a 10 mm de largo y
entre 1.5 y 6 mm de ancho. Su fruto es esférico y mide de 2 a 7 mm de diametro

(Espinosa, 1997; Rzedowski, 2001). Esta especie se encuentra vegetativa de abril
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a septiembre y florece de junio a noviembre; los nombres comunes con los que se
reconoce son: alfilerillo, aretillo, papalotillo, perilla, zarcilla y cabeza de hormiga
(Martinez, 1979).

Se distribuye en lugares tropicales, bosques de pino-encino, matorrales y
pastizales. es una maleza comun en parcelas de maiz y otros cultivos, crece
también a orillas de los caminos; Se ha registrado la presencia de esta especie en
Chiapas, Distrito Federal, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México,

Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis

Potosi, Tlaxcala y Veracruz (Villasefior, 1998).

Figura 7. Imagenes de Lopezia racemosa Cav. Ssp. (CONABIO; 2011).
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El uso mas comun en medicina tradicional es para aliviar el dolor de estomago,
ascos, se recomienda para célicos, estrefiimiento, inflamacion del estémago, para
el rindn y se le refiere también como diurética es empleada en bafios para
después del parto, para dolores en cualquier parte del cuerpo; en casos de
sarampion. En algunas partes se emplea para hacer buches cuando existen
dolores de muelas y garganta o en forma de té para bajar la calentura o fiebre.
Debido a que el flavonoide aislado de esta especie vegetal fue la apigenina, a
continuacion se hara una descripcién general de los flavonoides asi como de su

actividad farmacologica (UNAM, 2009).

2.5. Flavonoides

Los flavonoides constituyen la subclase de polifenoles mas grande y abundante
del mundo vegetal, son compuestos generalmente amarillos, que se encuentran
casi en cualquier especie vegetal, en forma de glucésidos de diversos azucares.
Se han detectado aproximadamente unas 4,000 estructuras diferentes y
principalmente se ubican en las hojas y en el exterior de las plantas (lglesias-
Neira, 2000; Primo-YUfera, 1995).

En 1937, se les dio el nombre de vitamina P al ser descubiertos y es desde ese
momento que debido a su amplia bioactividad, los flavonoides, han sido
merecedores de investigacion farmacolégica; se han descrito propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorragicas, vaso
dilatadoras, antineoplasicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas vy

hepatoprotectoras (Alvarez-Castro et al., 2003; Vanaclocha et al., 2003).
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gos

Figura 8. Estructura basica de los flavonoides.

La estructura general de los flavonoides (figura 8) comprende un anillo A, un anillo
B y un C formado por tres atomos de carbono, es por ello que se les conoce como
unidades Cg-C3-Cg. Pueden contener un anillo central heterociclico, que son los
mas abundantes, o una cadena abierta (chalconas). Los grupos mas comunes son
las flavonas (31), flavonoles (32), flavanonas (33), flavanonoles (34) e isoflavonas

(35) (figura 9) (Marcano et al., 2002; Iglesias-Neira, 2000).

Figura 9. Algunos grupos de flavonoides.
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2.5.1. Actividad biologica de flavonoides

Dentro de las propiedades farmacoldgicas descritas para los flavonoides,
encontramos su propiedad como antidiarreico y astringente; un ejemplo son la
galangina (36), canferol (37), quercetina (38) y miricetina (39) presentes en
Comptonia peregrina que ha sido utilizada en Europa Central como antidiarreico
(Ferraro, 1983); a la quercetina (38) presente en la guayaba (Psidium guajava), se
le atribuye accién antisecretora e inhibidora del peristaltismo (Lutterodt, 1989).
Existen también estudios farmacologicos de la inhibicion del transito intestinal para
las hojas de guanabana (Annona muricata), que atribuyen su efecto a su
contendido de compuestos fendlicos (taninos y flavonoides). En general la
actividad antidiarreica de los flavonoides, estd relacionada con el poder

astringente de los polifenoles (Salinas et al., 2011).

Rl R2 R3 R4 R5
36|H [H|[H|H |[H
37|H|H|H|OH
38 |OH|OH|OH|OH| H
39| H| H |oH[oHoH

T

Figura 10. Ejemplos de flavonoides

La capacidad de los flavonoides para modular la actividad de muchas enzimas se
debe en parte a la presencia de grupos hidroxilo aromatico, los cuales son
relativamente reactivos y permiten la interaccion de puentes de hidrégeno o

uniones covalentes y la posibilidad de formar complejos con iones metalicos como
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el cobre y el hierro. Una de las principales ventajas del estudio de los flavonoides
desde el punto de vista farmacoldgico, es la uniformidad de la estructura quimica
de toda la familia, permitiendo establecer una relacion entre estructura y actividad,;
otra de las ventajas es la disponibilidad de los flavonoides y la relativa facilidad de

su obtencion (Alvarez-Castro et al., 2003).
2.6. Actividad biologica de apigenina (40)

La apigenina (40), es una flavona que se encuentra en frutas y vegetales asi como
en el vino y especias populares como orégano, albahaca, cilantro y perejil; se le
ha dado importancia a este flavonoide, tanto en la medicina tradicional como en la
alternativa debido a sus beneficios en la salud (Yasir-Hasan et al., 2008).

Se ha demostrado que presenta actividad antiinflamatoria en el tratamiento de la
inflamacion derivada de la colitis, debido a que reduce los niveles de
Mieloperoxidasa (MPA) en un 61.7% y de Malondialdehido (MDA) en un 22.14%,
que el ser comparado con prednisolona fue similar (61.4% y 22.14%), ambos en la
misma dosis de 5 mg/kg; por otro lado, tiene actividad antioxidante ya que actla
en la eliminacion de radicales libres de oxigeno (ROS); también es util para el
tratamiento del envejecimiento de la piel provocada por la irradiacién de
metaloproteinasas (Ganjare et al., 2011). Se ha demostrado que la apigenina (40)
ejerce actividad sobre las células endoteliales disfuncionales a dosis de 5uM al
evaluarlo sobre la linea celular ISO-HAS, por lo cual se cree que es util en el
tratamiento de diabetes (Yamagata et al., 2011).

Se han realizado estudios evaluando el efecto antinociceptivo de las hojas de

Orbignya speciosa Mart. (Babassu), los cuales han evidenciado la accién
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antinociceptiva de apigenina (40) mediante los modelo de Writhing y hot plate a

dosis de 1 mg/Kg (Punheiro, M.M., et al., 2012).

En un estudio reciente sobre la aplicacion de apigenina (40) en la inhibicién del
crecimiento de varios tipos de cancer, se demostré6 que ejerce una importante
proteccion sobre el dafio en el ADN; (Silvan et al., 2010); otra de sus propiedades
es su capacidad foto protectora sobre la radiacion UV, atenuando sus efectos

toxicos y actuando como filtro (Hwang et al., 2011).

Figura 11. Apigenina

Por otro lado conoceremos las caracteristicas estructurales y electrénicas de una
molécula bioldgicamente activa, permite comprender sus mecanismos de accién y
es mediante el empleo de conceptos de quimica tedrica que podemos calcular sus

propiedades electronicas.

2.7. Funciones Fukui

La funcion Fukui se describe por la siguiente ecuacion:

_[ dou _ [9p(™M
F(r)_[&)(r) N [ oN 1,
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Donde N es el numero de electrones, u(r) es el potencial actuando en un electron

debido a todo el nacleo, p es el potencial quimico y i es la densidad electrénica.

Dependiendo del tipo de transferencia electronica, existiran tres tipos diferentes de

funciones Fukui:

f*(r) = Py,1(r) — Py(r) Para ataque nucleofilico
f-(r) = Py(r) — Py_1(r) Para ataque electrofilico

f°(r) = [Py41(r) — Py_1(r)]/2 Para ataque radicalario

Yang y Mortier proporcionaron un método simple para calcular las funciones de
Fukui condensadas; la condensacién sobre sitios especificos en la molécula

produce los indices Fukui:

fx = lax(N) — g (N — 1)]
LF;C- = [Qx(N + 1) - CIx(N)]

[f;? +§<] _ [qx(N + D¢ (N -1)
2 2

=

Donde gx se refiere a la carga de un atomo “x” en la molécula.

La funcion fx* esta asociada con el orbital molecular de méas baja energia
desocupado (LUMO) y mide la reactividad hacia un reactivo donador; la funcién

fx estéd asociada con el orbital molecular de méas alta energia (HOMO) y mide la
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reactividad hacia un reactivo aceptor, y el promedio de ambos fx0 mide la

reactividad hacia un radical.

Los calculos tedricos se realizaron utilizando el paquete computacional Spartan02
para el analisis conformacional de apigenina. Posteriormente se utilizé el software

Gaussian para optimizar las moléculas (Montes, N. and Hormaza, A., 2008).

Para la prediccion de la reactividad, asi como para el disefio de estrategias
sintéticas, es fundamental conocer los sitios mas reactivos de un sistema
molecular y para esto es util conocer los indices locales de reactividad Fukui. Las
funciones Fukui se emplean para calcular el indice de reactividad de las moléculas
y con ello elucidar los llamados sitios reactivos, es decir, los lugares de las
moléculas que interactian mas rapido con alguna sustancia; por tanto, el
conocimiento de los sitios activos de un compuesto quimico sirve para explicar y
predecir los lugares mas reactivos de este al entrar en contacto con algin otro
compuesto (Popa, V., 2007). Este trabajo presenta un estudio inicial sobre los
sitios reactivos de apigenina, dando oportunidad a que en un futuro con un estudio
mas profundo, pueda analizarse la molécula para determinar su efectividad frente

al tratamiento de determinadas enfermedades.
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ll. JUSTIFICACION

La riqueza floristica mexicana esta ubicada en cuarto lugar a nivel mundial por lo
gue es considerado uno de los paises con recursos naturales mas importantes del
mundo; sin embargo, el porcentaje de especies estudiadas quimica y
biologicamente es relativamente bajo, por lo cual las plantas medicinales en
México son un potencial importante como fuente de nuevos principios activos. A
través de esta investigacion, se pretende contribuir al conocimiento cientifico de
plantas medicinales empleadas tradicionalmente en nuestro pais.

Hasta nuestro conocimiento, no se han reportado o publicado estudios quimicos o
farmacoldgicos de Lopezia racemosa, lo cual la convierte en una especie
interesante para iniciar su estudio orientado a la busqueda de compuestos con
actividad antidiarreica y analgésica, usos que se le ha dado tradicionalmente a

esta planta en el estado de Hidalgo.
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IV. HIPOTESIS

Lopezia racemosa es empleada tradicionalmente para el tratamiento de la diarrea
y del dolor de estomago en el estado de Hidalgo, por lo que el estudio
farmacoldgico del extracto etandlico de las partes aéreas, permitira observar si

esta planta tiene efectos antidiarreicos y analgésicos en modelos animales.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Determinar la actividad antidiarreica y analgésica del extracto etandlico de las
partes aéreas de Lopezia racemosa mediante los modelos de motilidad

gastrointestinal, Tail-flick y Writhing.

5.2. Objetivos particulares

5.2.1. Determinar la actividad antidiarreica del extracto etandlico de las partes
aéreas de L. racemosa mediante el modelo de motilidad gastrointestinal.

5.2.2. Determinar la actividad analgésica del extracto etandlico de las partes
aéreas de L. racemosa mediante los modelos de Tail-flick y Writhing.

5.2.3. Purificar mediante técnicas cromatograficas los compuestos presentes en el
extracto etanolico.

5.2.4. Elucidar la estructura quimica de los compuestos aislados mediante andlisis
espectroscopicos.

5.2.5. Realizar analisis computacional del compuesto aislado.
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VI. METODOLOGIA

6.1. Materiales utilizados

La separacion cromatografica se llevdo a cabo empleando como soporte gel de
silice (60 Merk, malla 70-230 ASTM) en columna de vidrio de 5, 3.5 y 1 cm de
diametro interno por 40 y 60 cm de largo. Para la cromatografia en capa fina
analitica y preparativa, se emplearon placas de aluminio y vidrio (cromatofolios
Merck Alugram sil G/UV F234), y como disolventes CHCIl;, MeOH, hexano,
acetona, EtOH y agua.

Como agentes cromoégenos se utilizaron sulfato cérico, acido sulfarico al 1% en
EtOH, cloruro férrico y vainillina. Los espectros de RMN H! a 400 MHz, se
determinaron en un equipo VARIAN 400, usando como disolvente MeOH-d,

teniendo como referencia TMS.
6.2. Obtencion e identificacion del material vegetal

El material vegetal de Lopezia racemosa (500 g) fue adquirido en el Mercado de
Sonora de la Ciudad de México en agosto del 2009. Parte del material fue
empleado en la obtencién del ejemplar herbario, el cual se deposité como
referencia en el herbario del IMSS-México. La identificacion se esta llevando a

cabo por la Dra. Abigail Aguilar Contreras.
6.3. Obtencidn del extracto etandlico de las partes aéreas

El material vegetal se dej6 secar durante 10 dias; una vez seca la muestra (500 g),
se separo en las partes aéreas, se realiz0 su limpieza y molienda. Posteriormente,

se macero con etanol (500 mL) a temperatura ambiente durante una semana (el
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procedimiento se realizé por triplicado), el filtrado se evapor6é a sequedad, bajo
presion reducida hasta la obtencidn del extracto etandlico de partes aéreas (Figura

12), cuyo peso fue de 150 g, lo cual representa un rendimiento del 30%.

Figura 12. Obtencion del extracto etandlico de las partes aéreas

6.4. Modelos farmacologicos

6.4.1. Animales utilizados

Las pruebas fueron realizadas utilizando animales experimentales, 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 Mexicana NOM-062-Z00-1999; cada animal se utilizd
s6lo una vez y se sacrificO6 en una camara saturada con CO, al final del

experimento (SAGARPA, 2001).

Se emplearon ratas Wistar albinas hembras con pesos entre 100 a 150 g y ratones

hembra de la cepa CD-1 con pesos entre 30 a 35 g, obtenidos en el bioterio de la
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UAEH (Figura 13), los cuales se mantuvieron en condiciones normales de
temperatura y humedad y fueron alimentadas con dieta estandar y agua. Previo a

los experimentos, se mantuvieron en ayuno de 18 h con acceso libre de agua.

Figura 13. Animales utilizados

6.4.2. Modelo de motilidad gastrointestinal

Las ratas fueron pesadas y marcadas; se distribuyeron en seis grupos de cinco
ratas cada uno. Fueron administradas por via intragastrica, al control positivo se
le administré loperamida (10) (2.5 mg/Kg), el control negativo recibié 1 mL al 1.0%
de Tween 80 en agua. El extracto etandlico fue administrado por la misma via en
dosis de 150, 300 y 600 mg/Kg respectivamente. Una hora después, se administré
la solucién de marcaje (carbo6n activado en goma arabiga al 1%) e inmediatamente
después, 1 mL de aceite de Ricino. Pasados 60 minutos, los animales fueron
sacrificados para remover su tracto intestinal, midiendo la distancia recorrida por el

carbon activado. Los resultados se expresan como un porcentaje de la longitud
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total desde el piloro al ciego (Figura 14) (Pérez et al., 2005; Agbor et al., 2004,

Tangpu y Yadav, 2004).

Figura 14. Modelo de motilidad gastrointestinal

6.4.3. Modelo de Tail-flick

Las ratas, fueron pesadas, marcadas y se dividieron en cinco grupos de cinco
ratas cada uno. Se administré el extracto etandlico a dosis de 150, 300 y 600
mg/Kg. Al control positivo se le administré paracetamol (14) a 250 mg/Kg y al
control negativo se le administr6 Tween 80 al 1.0% en agua, todos por via
intragastrica. Transcurridos 60 minutos de la administracion, se procedido a
sumergir la cola de las ratas en agua caliente (50 °C), se midi6 el tiempo en
segundos mediante un crondmetro cuando se observaba un movimiento vigoroso

de la cola (Figura 15) (Morén-Rodriguez et al., 2008).
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Figura 15. Modelo de Tail-flick

6.4.4. Modelo de Writhing

Los ratones, fueron pesados, marcados y se dividieron en cinco grupos de cinco
ratones cada uno. Previo al estudio se mantuvieron 18 h en ayuno. Se administro
el extracto etandlico a dosis de 150, 300 y 600 mg/Kg. Se utilizaron como
controles positivos &cido acetilsalicilico (ASA) (22) a dosis de 200 mg/kg Yy
diclofenaco (DCF) (21) a dosis de 10 mg/kg, al control negativo se le administré
Tween 80 al 1.0% en agua, todos por via intragastrica. Transcurridos 30 min,
todos los grupos fueron administrado por via intraperitoneal (i.p.) con una solucion
de acido acético al 0.6%, a una dosis de 0.1 mL por cada 10 g de peso corporal,
se consideré un tiempo de latencia de 5 min y se cuantific6 el nimero de
contracciones o estiramientos inducidos por el acido acético en periodo de 5 min

durante 30 min (Figura 16) (Gémez-Parra et al., 1999).
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Figura 16. Modelo de Writhing

6.5. Analisis estadistico

Todos los resultados estan expresados como el promedio de 5 + el error estandar
de la media; el nivel de significancia fue evaluado la prueba de t de Student con

valores de p menores de 0.05 mediante SigmaStat 4.0.

6.6. Aislamiento y purificacion

6.6.1. Purificacién de apigenina

El extracto etandlico (10 g) se sometié a particion, con CHCI; (100 mL X 3),
seguido por AcOEt (100 mL X 3) para obtener la fraccion cloroférmica (39.4%),
acetato de etilo (16.4%) y la acuosa (27.7%) (Esquema 1), las cuales se
analizaron mediante cromatografia en capa fina sobre placa de gel silice 60 HFs54.
Se realizo una placa de apigenina (40), del extracto etandlico, de la fracciéon

cloroférmica, y acuosa, utilizando un sistema de eluciéon de Acetona:Hexano (6:4)
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(Figura 17), con esta técnica se identificaron cualitativamente algunos grupos de
compuestos de extracto etandlico aplicando como agente cromogeno sulfato
sérico amoniacal.

En la fila A se observa que la apigenina se encuentra presente en la fraccion de
acetato de etilo y por consiguiente en el extracto etandlico ya que se encuentra un
compuesto amarilla tipico de los flavonoides (Wanger y Bladt, 1996) y por esta
razén se decidio continuar con el estudio quimico correspondiente a esta fraccion.
En las fracciones cloroférmica y acuosa no se observa la apigenina (40), sin
embargo en la fraccion cloroférmica se observa otro compuesto en la fila B, el
espectro de la fraccion cloroformica muestra sefiales diferentes a la apigenina

(Figura 17).

1 Apigenina
2 Extracto Etanélico
3 Fraccion Cloroférmica

4 Fraccion Acuosa

Figura 17. Cromatografia en capa fina de apigenina, extracto etanélico,

fracciones, fraccion cloroférmicay acuosa
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Esquema 1. Fraccionamiento por particion de extracto etanolico

Extracto EtOH

(10g)
CHCl;

100mL X 3

Fraccidon HZO Fraccion CHC|3
(6.06 g) (3.94¢g)

AcOEt

100mL X 3

Fraccion AcOEt
(1.6 g) (2.77 g)

Fraccién H,0

La fraccion de AcOEt (1.64 g) se sometié a un proceso de purificacion mediante
cromatografia en columna abierta, empleando como eluyente mezclas de CHCI;-
AcOEt-MeOH con incremento de polaridad. Se obtuvieron 41 fracciones de 34 mL
cada una, las cuales, de acuerdo a sus caracteristicas cromatogréficas, se
agruparon para obtener 9 fracciones secundarias (F1-Fo).

La fraccién F,4(92.5 mg) se evalu6 mediante cromatografia de capa fina utilizando
como agente cromoégeno, sulfato cérico; con base en lo cual se sometié a un
segundo fraccionamiento en columna abierta, eluyendo con mezclas de
CHCI3/AcOEt y AcCOEt/MeOH. Se obtuvieron 41 fracciones de 5 mL, las cuales se
agruparon de acuerdo a su similitud cromatogréafica, resultando seis fracciones

secundarias con los pesos que se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Fraccionamiento secundario de F4

Fraccion secundaria Peso (mg)
Fi 8.0
Fo 4.6
Fs 25.0
Fa 11.0
Fs 8.7
Fe 3.0

La fraccion F3z (25 mg) se purific6 mediante cromatografia en capa fina
preparativa, utilizando un sistema de elucion acetona:CHCI; (6:4), lo cual condujo

al aislamiento de apigenina (40) (8.2 mg).

Una vez aislada la apigenina (40) se analiz6 su estructura para determinar sus

sitios reactivos mediante el empleo de métodos tedricos.

6.7. Andlisis estructural

6.7.1. Determinacion de sitios reactivos de apigenina (40) (Spartan 02 y

Gauss View 3.09)

* Se construyd la molécula del apigenina (40) con la ayuda de la interface
Grafica del programa Spartan02. Después se realizd la busqueda
conformacional, utilizando un método de Mecéanica Molecular el cual es

MMFF ya que es adecuado para las moléculas organicas.
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* Una vez que se obtuvo el conférmero de minima energia, se optimizo la
geometria del apigenina (40) utilizando un modelo de Hartree-Fock con una
base de 6-31G.

* Se construyeron los graficos HOMO y LUMO, asi como los mapas de
potencial electrostatico sobre una isosuperficie de densidad a un valor
0.002 e u.a.-3.

* Con la ayuda del programa Gauss View 3.09 se realizdé la calibracién
tedrica para seleccionar el método de célculo adecuado para la molécula
estudiada y se fue variando la base (3-21G, 6-31G y 6-311G), se ocup¢ la
base 6-31g que presenta resultados similares a la 6-311 G.

* Una vez obtenido el método y base adecuada se inicio el céalculo de la
molécula en su forma cationica, anidnica y neutra para posteriores calculos

de las funciones Fukui.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Modelos farmacoldgicos
7.1.1. Modelo de motilidad gastrointestinal

En la grafica 5 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién biol6gica del
extracto etandlico de las partes aéreas de Lopezia racemosa a diferentes dosis
(150, 300 y 600 mg/Kg), en esta se observa una actividad mayor comparada con
el farmaco control, para las dosis de 300 mg/Kg (78.57%) y para la dosis de 600
mg/Kg (92.08%), lo cual evidencia la existencia de su actividad antidiarreica y a su
vez presenta un comportamiento dosis dependiente, ya que aumenta la inhibicién

del transito intestinal al aumentar la dosis del extracto.

120 +
100 -

80 -

40 -

20 A

% de inhibicién del tracto intestinal

150 300 600 Lop 2.5 mg/Kg Blanco

Se graficaron la media de los datos + desviacion estandar. n=5. 150 = Dosis de 150 mg/Kg, 300
= dosis de 300 mg/Kg, 600 = dosis de 600 mg/Kg, Lop 2.5 = loperamida a dosis de 2.5 mg/Kg
v bco = blanco. Se observa significancia estadistica con el control.

Gréafica 5. Porciento de inhibicion del transito intestinal de Lopezia

racemosa.
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El extracto etandlico de Lopezia racemosa disminuye el transito intestinal en una
relacion dosis dependiente como se observa en la grafica 5; con esto se justifica el
uso que tradicionalmente se hace de Lopezia racemosa como antidiarreico. Es
Importante resaltar que existen diversos agentes causales de diarrea, entre estos
la diarrea causada por agentes infecciosos, mecanismo en el cual no seria
recomendable el empleo de esta especie vegetal ya que al disminuir el transito
intestinal, agravaria el dafio en el paciente. Se ha reportado que los flavonoides
inhiben la motilidad intestinal asi como la secrecién causada por aceite de ricino,
prostaglandina E2 o picosulfato de sodio, al mismo tiempo que presentan actividad
analgésica (Di Carlo, et al., 1993).

7.1.2. Modelo de Tail-flick

En la grafica 6 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion analgésica
del extracto etandlico de las partes aéreas en el modelo de Tail-flick, empleando
diferentes dosis (150, 300 y 600 mg/Kg); se observa una mayor actividad
analgésica que el paracetamol en las tres dosis evaluadas, lo cual proporciona
una evidencia de su actividad analgésica; también se observa que el extracto
presenta una relacién dosis dependiente ya que al aumentar la cantidad de

extracto aumenta el periodo de latencia.

Pagina 48



RESULTADOS Y DISCUSION

70 -
60 - T
= 1
8307 T
©
§ 40 - =@=—=Tween
® i Paracetamol
g 30 - 1 ]
° =h=150 mg
8 T
<
'S 20 - 1 X =>¢=300mg
- 600 mg
B
)
0
30 60 90

Tiempo (min)
Se graficaron la media de los datos + desviacién estdandar. n=5. Curso temporal durante 90 minutos
del efecto antinociceptivo del extracto etanélico de Lopezia racemosa, a dosis de 150, 300 y 600

mg/Kg, comparado con los grupos control (+) paracetamol a dosis de 10 mg/Kg y control (-)
vehiculo-Tween 80. Se observa sienificancia estadistica con el control.

Gréfica 6. Actividad analgésica de Lopezia racemosa para el modelo de Tail-

Flick.

7.1.3. Modelo de Writhing

En la grafica 7 y 8 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién biologica
del extracto etandlico de las partes aéreas de L. racemosa a diferentes dosis (150,
300 y 600 mg/Kg); se observé un comportamiento de hormesis, ya que a la dosis
de 300 mg/kg (46.32%) disminuyo la actividad antinociceptiva, presentaron mayor
actividad las dosis de 150 mg/kg (88.83%) y 600 mg/kg (80.65 %), que los
farmacos control, &cido acetilsalicilico (ASA) (22) 200 mg/kg (40.39%) y
Diclofenaco (DCF) (21) 10 mg/kg (40.39%), lo cual evidencia la existencia de su

actividad analgésica.
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Se graficaron la media de los datos + desviacion estdndar. n=5. Curso temporal durante 25 minutos del
efecto antinociceptivo del extracto etanélico de Lopezia racemosa, a dosis de 150, 300 y 600 mg/Kg, en el modelo
de dolor visceral inducido por &cido acético al 0.6 %, comparado con los grupos control (-) Veh-Tween y
control (+) diclofenaco (DCF) a dosis de 10 mg/Kg y 4cido acetilsalicilico (ASA) a dosis de 200 mg/kg. Se
observa significancia estadistica con los controles.

Gréafica 7. Actividad analgésica de Lopezia racemosa para el modelo de
Writhing
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Se graficaron la media de los datos + desviaciéon estdndar. n=5. 150 = Dosis de 150 mg/Kg, 300 =
dosis de 300 mg/Kg, 600 = dosis de 600 mg/Kg, DCF = diclofenaco a dosis de 10 mg/Kg, ASA=
acido acetilsalicilico a dosis de 200 mg/kg. Se observa significancia estadistica con los controles.

% de inhibicion de contracciones

Gréfica 8. Porcentaje de inhibicion de contracciones abdominales en el

modelo de Writhing.
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Existen estudios, que demuestran que los taninos y los flavonoides pueden ser
responsables de la actividad analgésica de algunas plantas medicinales (Di Carlo,
et al., 1993). El interés en el desarrollo de nuevos farmacos antiinflamatorios a
partir de flavonoides, radica en su alto margen de seguridad y en la ausencia de
efectos ulcerologénicos. Ademéas los analgésicos no esteroideos presentan
propiedades antiinflamatorias y analgésicas (Martino, 2000).

La enzima ciclooxigenasa (COX) es la responsable de la conversién del acido
araquidénico en prostaglandinas; las prostaglandinas son medidoras importantes
en los procesos de inflamacién, proteccion gastrointestinal, nocicepcion y cancer.
El mecanismo de accion comun de los antiinflamatorios en la inhibicion de la COX
que tiene como consecuencia la inhibicion en la formacién de prostaglandinas. Se
han determinado mediante ensayos in vitro la inhibicion de la COX, por
inmunoensayos en poli cubetas de 96 pozos, para flavonoides comparados con
indometacina y mostrando un efecto dosis dependiente en el rango de 4 a 150 uM
(Alberto, et al; 2007).

Se han demostrado otras propiedades que puede presentar la apigenina (40) tal
es el caso de los extractos acuosos de Matricaria recutita donde se aisl6é apigenina
(40) y demostré un claro efecto ansiolitico en ratones sin producir sedacién ni
actividad relajante muscular, ni actividad anticonvulsiva en el modelo de agresién
inducida por aislamiento a dosis de 0.5, 1 y 1.5 mg/Kg de midazolam (Martino,
2000); por otro lado se ha demostrado la actividad antinflamatoria y

anticancerigena (Liu et al., 2011).
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Los resultados demostraron que el extracto etandlico de L. racemosa disminuye el
transito intestinal, lo cual disminuye la diarrea, también present6 una actividad
antinociceptiva, posiblemente por el sinergismo que presentan entre los posibles
compuestos que constituyen la planta. El estudio fitoquimico de la fraccion de
acetato de etilo, permiti6 el aislamiento del compuesto de tipo flavonoide
denominado apigenina (40), a continuacion se describe la elucidacion estructural
del compuesto.

7.2. Elucidacion de la estructura de apigenina (40) mediante RMN *H (400
MHz) en MeOH-d,4

El compuesto se aislé como un sélido amarillo soluble en metanol. En el espectro
de RMN *H (400 MHz) en MeOH-d, (Figura 19) se observé una sefial simple en
6.54 ppm correspondiente al H-3 del anillo C. Se observé un sistema A;B; en 7.82
ppm (2H, d, J = 8.9 Hz) para los hidrogenos 2" y 6°, y en 6.90 ppm (2H,d, J = 8.9
Hz) para los protones 3’y 57, con lo cual se confirmé la sustitucién del anillo B en
la posicion H-4". Los hidrégenos 6 y 8 correspondientes al anillo A aparecieron
como sefales dobles a 6.15 ppm (J = 2 Hz) y 6.39 (J = 2.1 Hz), con esto se
confirmd la doble sustituciéon del anillo en las posiciones 5y 7.

La tabla 5 muestra los valores obtenidos de RMN *H a 400 MHz en MeOH-d,, asi
como los valores de la literatura, lo cual apoy6 la propuesta de la estructura de la

sustancia.
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Tabla 5. Desplazamiento de RMN *H (400 MHz) para apigenina (40) en MeOH-

da

Posicion 5, m (J) Referencia’
3 6.54 s 6.76, s

6 6.15, d (2) 6.25, d (2)

8 6.39, d (2.1) 6.52,d (2)

216" 7.82,d (8.9) 7.94,d (8.9)

35 6.9, d (8.9) 6.98, d (8.9)

"Markham y Geiger, 1993.
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7.3. Anadlisis estructural mediante calculos tedéricos

En la busqueda del conférmero mas estable se obtuvo la siguiente molécula con
54 conférmeros (Figura 21), es decir se obtuvo la conformacion o geometria que

corresponde a un minimo en la superficie de energia potencial de la molécula.

Figura 21. Conformero mas estable de apigenina (40)

Se analizaron los orbitales moleculares HOMO y LUMO de apigenina (40) con la
ayuda de sus mapas de densidad electronica (Figura 22), la molécula tiene
diferentes sitios reactivos tanto nucleofilicos como electrofilicos. El orbital HOMO
indica donde se encuentra el par de electrones mas facil de donar de la molécula.
El orbital LUMO indica el lugar de la molécula donde serd mas facil aceptar un par
de electrones, el LUMO al ser el primer orbital vacio, representa la region de la
molécula en la que mas facil se aceptara un electron, es decir, la regién donde

ocurrird un ataque nucleofilico (Pertejo, 2004).
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HOMO LUMO
Figura 22. Orbital molecular HOMO y LUMO para apigenina (40)

Los orbitales homo y lumo dan informacion sobre los sitios reactivos de la
molécula, los valores mas altos y pequefios de densidad se representan con
colores, los valores mas altos en densidad electronica de la molécula son los que
aparecen en color azul, que en este caso se encuentran en la posicion 2 y 4 de la
molécula para el orbital HOMO que nos indica un posible sitio electrdfilo, y para el
orbital LUMO se encuentran en las posiciones 3, 5, 8, 1, 4 y 5’ de la molécula,

esto nos indica un posible ataque nucleofilico en estas posiciones (Figura 23).

Los valores mas bajos de los orbitales aparecen en color rojo.

4

HOMO LUMO

Figura 23. Mapa de densidades HOMO y LUMO para apigenina (40)
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En conjunto con el mapa de densidades (Figura 23) y los orbitales moleculares
(Figura 22), el mapa de potencial electrostatico (Figura 24) completa la busqueda
de sitios reactivos, ya que permite la visualizacion de la distribucion de los
electrones en una molécula utilizando el cédigo de colores indicado. El color rojo
indica la region donde la densidad electrénica es mayor, mientras que la region
azul como se muestra en la figura 24 indica una menor poblacion electronica. Los
estados intermedios siguen el orden de los colores del arcoiris hacia un lado u
otro, segun una mayor o menor presencia de electrones, y asi el color amarillo o
verde en ciertas zonas de las estructuras indicaran un balance electrénico

homogéneo, como el que se espera esté presente en el enlace covalente.

Figura 24. Mapa de potencial electrostatico de apigenina (40)
7.3.1. Determinacion de los sitios reactivos (Gauss View 3.09)

Para encontrar la base adecuada del calculo de la molécula, se analiz6 con la
ayuda del programa Gauss View 3.09 utilizando un método de Hartree Fock,
variandose las bases hasta observar que el valor de energia no tuviera un cambio

considerable como se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6. Bases analizadas con sus energias respectivas

Base Valor de energia (a. u.)
3-21G -1017.3405

6-31 G -1022.6091
6-311 G -1022.8416

El método elegido fue Hartree-Fock con 6-31G de base ya que comparada con la

base 6-311G no hubo una variacién considerable, por ello se optd por ocupar esta

base para correr los célculos, una vez obtenida la base se analiza la molécula

como neutra, como anion y como cation. Los valores de energia obtenidos de

cada una de las moléculas se registraron para el célculo de las funciones Fukui

(Tabla 7).

Tabla 7. Valores de las funciones Fukui.

Numero
Cation (+) Neutro Anion(-) f- f+ fo

de atomo
2C 0.429421 0.452769 0.363515 | 0.089254 | -0.023348 | 0.032953
4C 0.52015 0.515477 0.355009 0.004673 | 0.0825605
8C -0,06042 -0,220678 | -0,208774 | -0,011904 0,074177
50 -0,65629 | -0,780069 | -0,831682 | 0,051613 | 0,123779 | 0,087696
8H 0,348349 0,250724 0,203655 | 0,047069 0,097625 0,072347
40 -0,603953 | -0,648982 | -0,78883 | 0,139848 | 0,045029

En la tabla 7 se marcan los tres valores mas altos para cada uno de los tipos de

ataque de cada especie (anionica, catidnica y neutra) resaltando con verde el valor

mas alto de estos descriptores moleculares, el valor positivo mas alto de estos tres
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nameros representa al atomo mas reactivo y asi disminuye la reactividad segun
disminuyan; para la forma anidnica los valores mas altos son 0.160448 para el
carbono de la posicion 4 de la molécula, 0.139848 para el oxigeno que se
encuentra en la posicion 4 de la molécula y 0.089254 para el carbono en la
posicion 2, en estas posiciones es un posible sitio electrofilico. Para la forma
catidnica los valores mas altos son 0.160258 que corresponde al carbono en la
posicion 8 de la molécula, 0.123779 para el oxigeno en la posicién 5y 0.097625
para el hidrogeno en la posicién 8 de la molécula, en estas posiciones se espera
un ataque nucleofilico. En la forma neutra encontramos los valores mas altos que
son 0.0924385 para oxigeno en la posicion 4 de la molécula, 0.087696 para
oxigeno en la posicion 5, y 0.0825605 para carbono en la posicién 4, en dichas

posiciones se espera un ataque via radicales libres (Figura 25).

OH

Figura 25. Posibles sitios reactivos en la molécula de apigenina (40) segun
calculos tedricos
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VIIl. CONCLUSIONES

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Se comprobd la actividad antidiarreica y analgésica del extracto etandlico
de partes aéreas de Lopezia racemosa mediante los modelos de motilidad
gastrointestinal para diarrea, Tail-flik y Writhing para analgésia.

Se aisl6 e identific6 mediante RMN* H (400 MHz) la apigenina (40).

Se determinaron los sitios reactivos de la apigenina (40) mediante técnicas
de quimica computacional.

La presente investigacion es una contribucion al conocimiento fitoquimico y
farmacoldgico de la especie Lopezia racemosa.

El estudio de la actividad antidiarreica y analgésica de Lopezia racemosa,
proporciona un soporte cientifico, que explica en parte su uso en la
medicina tradicional de Hidalgo para el tratamiento de diarrea y dolor de

estomago.
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IX. PERSPECTIVAS

9.1. En trabajos futuros se pretende realizar el estudio biologico de la fraccion
cloroférmica, acuosa y de acetato de etilo ya que se podra ampliar el

conocimiento fitoquimico y farmacoldgico de la especie vegetal.
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